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RESUMEN 
 
Los estudios en resorción ósea son numerosos, ofreciendo diversos modelos 
para la obtención in vitro de células similares a osteoclastos con actividad 
resortiva.  
Usando un nuevo modelo, barato y de corto tiempo de realización, basado en la 
fusión celular, se evaluó la expresión de Syk, c-Src, el arreglo de la actina y la 
actividad resortiva de las CMNSP fusionadas con PEG. Primero, en estas 
CMNSP sembradas en láminas de hueso cortical, por 1, 7 a 14 días, usando un 
anticuerpo monoclonal anti actina y uno anti-ratón conjugado a FITC o 
“rhodamine”, se observó un arreglo de actina, similar a podosomas, cinturones 
de actina y zonas de sellado; además, se extienden sobre superficies como 
vitronectina, colágeno tipo I y SFB. Por citoquímica, usando pararrosalinilina 
hexazotizada y α- naftol fosfato, se observó que formaban células multinucleares 
con actividad TRAP. La evaluación de la morfología nuclear con Hoechst o 
DAPI, mostró un fenotipo policarión. Cuando, estas células fueron lisadas, 
usando NaOCl al 6%, 5.2% de NaCl y las láminas se colorearon con 
Commassie, se determinó que tenían una alta actividad resortiva. Por 
microscopia de fluorescencia, utilizando anticuerpos policlonales, estas células 
con PEG expresaron CD13, RANK, anhidrasa carbónica II, ATPasa vacuolar VI, 
receptor de calcitonina, catepsina K  e integrina αvβ3; por microscopía de barrido 
o SEM, estas células presentaron extensiones de membrana de adherencia 
como filipodios y bordes en cepillo. Por último, con inmunoblot y co-
inmunoprecipitación, se asoció la expresión, fosforilación de Syk, así como de c-
Src con la adherencia y resorción ósea. 
 
Palabras claves: osteoclasto, polietilenglicol, zona de sellado, podosoma, 
actividad resortiva. 
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ABSTRACT 
 
Studies in bone resorption are numerous, offering different models to obtain  in 
vitro osteoclasts like cells with resorptive activity. 
Using a new model, cheap and short time of realization, based on cell fusion, we 
evaluated the expression of Syk, c-Src, the arrangement of actin and resorptive 
activity of CMNSP fused with PEG. First, in these CMNSP harvest on cortical 
bone slices for 1, 7 or 14 days, using a anti-actin monoclonal antibody and an 
anti-mouse conjugated to FITC or rhodamine, observed an arrangement of actin, 
similar to podosome, actin belts and sealing zone, also spread on surfaces such 
as vitronectin, collagen type I and FBS. For cytochemystry, using hexazo-tised 
pararosalinine and α-naphthol AS B1 phosphate showed that formed 
multinucleated cells with TRAP activity. Evaluation of nuclear morphology with 
Hoechst or DAPI showed a phenotype policarion. When cells  were founding to 
have high resortive activity. For fluorescence microscopy, using polyclonals 
antibodies, these cells with PEG expressed CD13, RANK, carbonic anhydrase II, 
vacuolar type H+ - ATPase, calcitonin receptor, cathepsine k and integrin αvβ3; by 
scanning electron microscopy or SEM, the cells showed membrane extensions 
adherence as filipodiums and ruffled. Finally, immunoblot and co-
immunoprecipitation, was associated with the expression, phosphorylation of Syk 
and c-Src to the adhesión and bone resorption.   
 
Key words: osteoclasts, polyethilene glicol, sealing zone, podosome, resorptive 
activity. 
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INTRODUCCIÓN 
 
La morfogénesis y remodelación del hueso son procesos controlados 
fisiológicamente, que involucra la síntesis de matriz ósea y la resorción de 
hueso. Las células encargadas de los procesos de formación son llamados 
osteoblastos y las células que realizan la resorción de hueso son denominadas 
osteoclastos (OCls).  
Los OCls realizan su actividad resortiva en varios pasos: en el primer paso se 
genera una célula policarionica en el sitio de resorción, debido a la fusión de 
progenitores hematopoyéticos del linaje monocito/macrófago 1, 11; por lo cual los 
OCls han sido descritos como células gigantes multinucleares 86, con tamaños 
de aproximadamente de 300 µm 86, 95, mientras que sus células progenitoras 
presentan tamaños de 5 a 10 µm 86, 95, 151; los OCls normalmente contienen más 
de 3 núcleos, múltiples mitocondrias (requeridas para generar la energía del 
proceso de resorción) y lisosomas (asociados con el transporte intra y 
extracelular de enzimas ácidas, hacia el sitio de resorción). Después, los OCls 
se adhieren, extienden y polarizan 1, 11, 30, 80, gracias a que las integrinas, como 
la αvβ3 37, 76, 79, 82, reconocen secuencias RGD en proteínas de la matriz 
extracelular y ósea, como la osteopontina y la sialoproteína9. Durante esta 
adherencia se forma un borde de cepillo o “ruffle”, en donde se ha observado 
una reorganización de la actina 67, conformando los “podosomas” 32, 66, 183 o 
zonas de sellado o “sealing zone” 75, 183. En los OCls la polarización de la actina 
es importante para generar el órgano de resorción, permitiendo la formación de 
dos dominios como son el dominio basolaterial y el dominio con función 
secretora178; este último dominio se observa hacia la matriz ósea, encerrando la 
zona que será resorbida. Además,  la adherencia y reorganización de la actina 
posiblemente se asocia con la expresión y actividad de cinasas como c-Src y 
Syk 49, 51, 54, 65, 102, 103, 106; así mismo, la participación de otras proteínas asociadas 
al citoesqueleto se han descrito, como son los microtubulos 185, 190, leupaxin31, 
talin73, paxilin100, Rho 58, 74, entre otras. Por debajo del borde de cepillo y la zona 
de sellado se origina un microambiente extracelular aislado con un pH de 
13 
 
aproximadamente de 4 a 5,  necesario para generar la disolución de la parte 
mineral de la matriz ósea. La acidificación es realizada por la ATPasa vacuolar -
H+ 219, 238, acoplada a un canal de Cl-, formando así  HCl que disuelve la 
hidroxiapatita a Ca2+, HPO42- y H2O. Además, en la acidificación de este 
microambiente participa la anhidrasa carbónica II 221, 222, 240, la cual genera 
continuamente protones e hidrata el CO2, produciendo protones y HCO3- , a la 
vez que se disuelve la parte mineral, también se degrada las proteínas de hueso 
por la metaloproteinasa lisosomal, catepsina K 223, 239. Otra enzima localizada en 
el borde de cepillo es la fosfatasa ácido resistente a tartrato (TRAP) 9, la cual 
podría catalizar la hidrólisis de pirofosfato, removiéndolo antes de la 
solubilización de la hidroxiapatita. La remoción del mineral disuelto y las 
proteínas de hueso degradadas se realiza  por endocitosis61 y trancitosis 61, para 
finalmente secretarlos al fluido extracelular61.  Después de varios ciclos de 
resorción los OCls sufren apoptosis43, 210, por lo cual tiene  una vida corta de 2 a 
5 días 210. Además, se ha determinado que los OCls maduros expresan 
receptores de calcitonina 217, por lo cual se ha descrito que la  calcitonina 190, 191, 
192, 216  regula la resorción, gracias a que inhibe la liberación de hidrolasas 
ácidas, reduce la actividad del bombeo de Na+, K+, bloquea la ATPasa-H+ y 
altera la localización de la anhidrasa carbónica II . 
Los anteriores eventos en la dinámica de la resorción ósea  han sido descritos 
gracias a la generación de modelos celulares que utilizan progenitores 
hematopoyéticos para  obtener células similares a OCls in vitro  o “osteoclasts-
like”. Los modelos iniciales permitieron obtener OCls por  remoción  mecánica en 
huesos largos de ratones80, de conejos179 y de pacientes con osteosarcoma73. 
Algunos modelos in vitro generan OCls mediante el co-cultivo de células 
estromales u osteoblastos con monocitos procedentes de bazo o médula ósea 
11, 13, o el co-cultivo de monocitos y linfocitos de sangre periférica14, 40, 145. Así 
mismo, se ha inducido o incrementado cambios morfológicos en las células 
similares a OCls  mediante knockouts 53, 62.  Con el hallazgo de algunas citocinas 
y hormonas en el proceso de diferenciación osteoclástica22  se  comienzan a  
usar la interleuquina 127 (IL-1), el ligando del receptor RANK (RANKL) 20, 90, 202, 
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1α 25 hidroxivitamina D3 12,  207, hormona paratiroidea  (PTH) 191 y el factor 
estimulante de colonia macrófago (MCSF) 89, 91, 92,93. Sin embargo, el uso de 
estos moduladores de la diferenciación osteoclástica aumenta los costos de las 
investigaciones en el área de resorción ósea.  
Por otra parte, los resultados en la regulación y en la función resortiva al usar 
este tipo de modelos se encuentran limitados debido varias causas. Primero, la 
respuesta en la actividad resortiva es inducida con altas concentraciones de 
estos inductores osteoclastogenicos presentes en el cultivo. Estas 
concentraciones pueden no estar asociadas a lo que realmente se observa a 
nivel biológico. Segundo, por el tiempo prolongado, que puede variar entre 4 a 
21 días, para obtener in vitro células semejantes a osteoclastos con actividad 
resortiva. Finalmente, los estudios en donde se usan células y animales 
obtenidos por knockout 53, 62, limitan la respuesta osteoclastogénica a un rango 
de  modificaciones inducidas por el investigador. En muchos casos estas 
limitaciones  pueden alejar los resultados de la realidad biológica y bioquímica 
de estas células osteoclastogenicas.  
Para evitar lo anterior, Murrillo, A (2005) y Manrique, E (2007) desarrollaron un 
modelo in vitro para la obtención de células multinucleares con capacidad 
resortiva, en un periodo corto de 2 a 7 días, sin el uso de inductores 
osteoclastogénicos. Este modelo se basa en el proceso de fusión celular con 
polietilenglicol (PEG) de progenitores hematopoyéticos como los macrófagos de 
línea celular J774 y U937/A30, así como, la fusión de monocitos y linfocitos de 
sangre periférica1. El propósito de este proyecto, es proponer a este modelo de 
fusión celular con PEG como una herramienta para el estudio bioquímico y 
molecular de la resorción ósea. 
Sin embargo, el conocimiento acerca de la funcionalidad de las células 
resortivas obtenidas por este modelo aun no esta completo, por lo cual, la 
validación y  demostración de que  las células multinucleadas obtenidas por 
PEG son similares a las descritas para OCls, se hace necesaria. Con base a lo 
anterior, en este  proyecto se  evaluó  la expresión de las proteínas cinasas Syk, 
c-Src, así como el arreglo de la actina y su asociación con la actividad resortiva 
15 
 
de las Células Mononucleares de Sangre Periférica (CMNSP)  fusionadas con 
polietilenglicol (PEG), además, por microscopía de fluorescencia se identificó la 
expresión de marcadores osteoclastogénicos y la morfología de membrana por 
SEM. 
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1. REMODELAMIENTO ÓSEO 
 
El hueso es un órgano dinámico y altamente especializado, que sufre continuas 
regeneraciones. Este proceso metabólico de remodelación ósea  es realizado 
por dos tipos de células, los osteoblastos, que son las células encargadas de la 
formación de matriz ósea, y los OCls, responsables de la resorción de la matriz 
ósea. 
Estas células altamente especializadas mineralizan y desmineralizan la matriz 
ósea  durante toda la vida, incluyendo los espacios de las cavidades de la 
médula ósea, canales vasculares, canículas y lagunas 5. 
Una vez la masa ósea ha alcanzado su madurez, la regeneración continúa  en 
una forma periódica reemplazando el hueso viejo por uno nuevo en el mismo 
sitio a micro escala. Este proceso es llamado remodelación ósea y es la 
responsable de la regeneración completa del esqueleto adulto en un total de 10 
años 6. 
Tanto osteoblastos como OCls son células derivadas de precursores 
hematopoyéticos de linaje monocito/macrófago11, 145. Los precursores de los 
osteoblastos son células “stem” mesenquimales multipotentes, de las que 
también se derivan las células estromales de médula ósea, condrocitos, células 
musculares y adipocitos 5. 
 
1.1. Osteoclastos  (OCls) 
Las células multinucleares con capacidad resortiva fueron encontradas en la 
osificación endocondrial.  Kolliker (1873) propuso el nombre de osteoclastos 
(OCls) a estas células con capacidad resortiva145. Los OCls son células 
multinucleares gigantes86 con abundantes mitocondrias, numerosas lisosomas y 
ribosomas libres 86. Además, son móviles, ya que alternan su actividad 
resortiva8, 189, 198 con su migración82 en la matriz ósea, aunque el mecanismo de 
migración aun no se ha dilucidado completamente.  
Una de las características más marcadas en este tipo celular, son las 
extensiones de membrana en forma de borde de cepillo o “ruffle” 60, 178, 224, 225,  
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(Figura 1) el cual conforma el órgano de resorción. Este sistema de extensiones 
de membrana plasmática en forma de “dedo” o filipodio tiene como función 
mediar  la resorción de la matriz de hueso calcificado 5. Por lo cual, por debajo 
de estas extensiones o prolongaciones de membrana se ha observado las 
lagunas de resorción o “pits” 75, 232, 233,  234. 
Además, se ha descrito que gracias a estas extensiones de membrana los OCls 
se adhieren a la matriz ósea; esta adherencia es mediada no solo por las 
integrinas como la αvβ337, 76, 79, 82, sino también por la polarización de la actina, la 
cual permite la formación de una zona de sellado o “sealing o clear zone” 32, 64, 75, 
183, la cual contiene filamentos de proteínas del citoesqueleto, principalmente 
actina y en menor medida,   vinculin, talin73, entre otras. 
 
Figura 1. Bordes en cepillo y filipodios en OCls observadas con SEM: OCls 
humanos cultivados por 24 h sobre láminas de hueso en presencia de partículas 
de biomaterial presentan extensiones de membrana en forma de filipodios  y 
lagunas de resorción por debajo de las extensiones de membrana (A).  OCls  
originados del co-cultivo de células RAW 264.7 tipo CRL-2278 con células CRL 
12257 de tipo osteoblasto sobre cubre-objetos, forman prolongaciones de 
membrana en forma de  bordes en cepillo o “ruffle” (B).  Tomado y modificado de 
Nicolin (2007)233 y Wang (1997)235. 
 
Esta zona limita el área de adherencia del osteoclasto a la superficie del hueso y 
encierra un área diferente de la superficie de hueso, la cual se encuentra 
inmediatamente por debajo del osteoclasto y será excavada o sufrirá resorción 6. 
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El área de resorción por debajo de los bordes en cepillo es ácida, lo cual 
favorece la disolución de los minerales del hueso. Las enzimas lisosomales de 
OCls también son secretados hacia el área de resorción para degradar la matriz 
ósea. Los productos de degradación de la matriz ósea, por debajo del borde en 
cepillo son incorporados por vesículas a través de endocitosis, y luego llevadas 
por trancitosis al dominio secretor, donde son exocitadas al espacio extracelular. 
Este movimiento de las vesículas por trancitosis desde el borde en cepillo hasta 
el dominio basolateral es mediado por la polimerización de los microtubulos190, 
siendo importantes en la modelación de los podosomas en OCls180.  
 
2. FORMACIÓN DE PODOSOMAS Y ZONAS DE SELLADO EN OCLS. 
La adherencia a matriz ósea está dada por una delgada zona de sellado o 
“sealing zone” o “clear zone”, que encierra la laguna de resorción. La zona de 
sellado está definida como una única banda de  puntos o acumulaciones de F-
actina. La formación de la zona de sellado procede a la iniciación de la resorción 
ósea190. 
La zona de sellado permiten la secreción de lisosomas, ya que, movilizan 
enzimas ácidas degradadoras de la matriz ósea 180.  
La identificación de estos sitios de resorción han permitido establecer que los 
OCls organizan sus pequeñas estructuras de adhesión durante el ciclo de 
diferenciación y maduración, permitiendo la actividad resortiva. Esta dinámica de 
organización celular se caracteriza por un arreglo de la actina en diferentes 
estructuras63, 180, 183, 203. Inicialmente se observa como “dot-like” o puntos de 
acumulación, también algunos en forma de agrupaciones o “cluster” de actina 
llamados podosomas 4, 32, 100, 177, 183. Luego, estos podosomas se aíslan 
conformado nubes o “cloud” de actina, para conformar los denominados anillos 
de actina 183, 203. Posteriormente, estos anillos de actina se colocan hacia la 
periferia celular conformando los llamados cinturones o “belts” de actina 183, 203  y 
finalmente, estas cinturones se observan  como una estructura circular, ubicada 
en el borde de cepillo encerrando la zona de resorción183; por lo cual, esta 
estructura ha sido llamada zona de sellado 61, 183 (Figura 2). Entonces, los 
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podosomas 4, 183 son   estructuras de adhesión primaria ricas en actina. Sin 
embargo, los podosomas son estructuras dinámicas que no sólo se forman en 
OCls, sino también en células derivadas de monocitos como macrófagos, células 
dendríticas, células musculares, endoteliales, fibroblastos transformados y 
algunas células epiteliales 62, 63,64, 66, 193.  
 
 
Figura 2. Arreglo dinámico de la actina, durante la diferenciación y  
activación de OCls. El ensamblaje de estos podosomas puede ser 
monitorizado durante el tiempo de cultivo de los OCls, donde la disipación de los 
podosomas se incrementa secuencialmente  hasta formar diferentes estructuras 
de actina. Por lo cual, la formación de estos podosomas y sus propiedades 
dinámicas hacia el ensamblaje de la zona “sealing” es importante para la 
actividad resortiva de los OCls. Tomado y modificado de Destaing, O (2003)180 y 
Jurdic. P (2006)183. 
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2.1 Características del arreglo de la actina en los podosomas 
El citoesqueleto está compuesto de tres elementos: filamentos de actina, 
microtubulos y filamentos intermediarios. 
Los podosomas en macrófagos y OCls, en estudios con microscopía electrónica 
y de fluorescencia, se han observado que consisten en una red de filamentos de 
actina centrales, de 0.3 mm de diámetro y 0.6 a 1mm de altura, que alrededor 
presentan una acumulación o especie de nube o  “cloud” de F-actina, así como 
de monómeros de actina que corren perpendicularmente al sustrato. A lo largo 
de la actina se han observado proteínas de asociación que regulan la nucleación 
de la actina, en forma de grandes y dinámicos empaquetamientos 62, 66, 67, 68, 69. 
Este centro o “cluster” de actina contiene a su alrededor adhesinas como la 
integrina αvβ3 y otras proteínas de adhesión.  
Por estudios de microscopía confocal se ha podido determinar que entre las 
principales proteínas asociados a la actina se encuentran la cortactina, la 
proteína del síndrome de Wiskott-Aldrich (WASP), la proteína del complejo 2/3 
de asociación a actina (Arp 2/3), gelsolin235 y dinamina 58,62,69,70,71,72,73  (Figura 3). 
Así mismo se encuentra varias proteínas adaptadoras y de señalización como 
paxilin100, vinculin73, talin73 y diferentes cinasas, entre ellas Pyk2, Src y Syk 58,74. 
Recientes estudios han indicado que existe una  interacción mutua entre los 
filamentos de actina y los microtubulos190. Jurdic y colaboradores 183, han 
demostrado que la despolimerización de los microtubulos por nocodazol, induce 
la desorganización de los cinturones de podosomas, los cuales, re- aparecen en 
estructuras de acumulaciones o “cluster” y anillos de actina, una vez se han 
lavado las células y se extrae el nocodazol, permitiendo la estabilización del 
cinturón de actina, hacia la periferia de la célula 183. 
Por otra parte, la unión de la colchicina a la subunidad microtubular o tubulina, 
previene la agregación de estas subunidades en microtubulos. Así, estos 
filamentos se acumulan en ciertos lugares de los OCls tratados con colchicina, lo 
cual ocasiona el rompimiento de los microtubulos, previniendo la formación del 
borde en cepillo y la zona de sellado. Además, no  se observa un incremento 
progresivo de los filamentos de 100 Å 191.   
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Una explicación podría ser la pérdida del estímulo para inducir la polimerización 
de los microtubulos, por lo cual la colchicina, inhibiría la polimerización de los 
microtubulos al unirse a la tubulina 191  
Hunter y colaboradores192, indicaron que el tratamiento con colchicina en OCls 
causa una disminución progresiva de la acidez intracelular, sugiriendo que los 
microtubulos median el transporte de las vesículas hacia el borde en cepillo; por 
lo cual, la colchicina ha demostrado inhibir los estímulos de hormonas 
calciotropicas como la PTH asociada con la degradación ácida de los 
componentes de matriz ósea. La colchicina también causa un re- arreglo en el 
esqueleto de la vimentina en las células, con la aparición de filamentos 
agrupados en zonas o áreas aisladas 192.    
Aunque, los microtubulos parecen que son importantes en la maquinaria básica 
para la formación de los podosomas, sin embargo, se ha encontrado que al ser 
tratados los macrófagos y los OCls con nocodazol, estos se adhieren a un 
sustrato sin que se observe la desorganización del podosoma 180. 
Además, los análisis de FRAP con   β actina-e YFP  en macrófagos, mostraron 
que el flujo de la actina hacia el centro de los podosomas no se ve afectado por 
la despolimerización de los microtubulos  o la desestabilización con demelcolina 
o paclitaxol, respectivamente. Así parece que los microtubulos no controlan la 
maquinaria básica del flujo de actina en los podosomas. Pero si son importantes 
para la formación de estos. De acuerdo a lo anterior, se ha hipotetizado que la 
perturbación de la dinámica de los microtubulos,  podría incrementar o disminuir 
la vida media de los podosomas 183, 190. En macrófagos los agentes que 
perturban la polimerización de los microtubulos, cambian la vida media de un 
subgrupo de podosomas. En contraste en OCls, los efectos del nocodazol y del 
paclitaxol en la vida media de los podosomas, no ha sido determinado183. Sin 
embargo, la desestabilización de la polimerización de los microtubulos por el 
tratamiento con paclitaxol también promueve una desestabilización de los 
podosomas y más en la transición de acumulaciones de actina a anillos y 
cinturones de actina183, 190. Así parece, que la regulación de los podosomas por 
los microtubulos solo se da al final de la diferenciación de los OCls, durante la 
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transición de estas estructuras, por lo cual es la responsable de la estabilidad de 
las zonas de sellado183. Se ha demostrado que durante la osteoclastogénesis, 
las células presentan podosomas, cinturones de actina, donde se acumula 
establemente los microtubulos, los cuales resisten al nocodazol y se encuentran 
altamente acetilados183. Por ello, se ha propuesto que la maduración de OCls 
está asociada con una acumulación de la polimerización estable de los 
microtubulos acetilados. Además, en esta estabilización pareciera que se 
regulara por las pequeñas GTPasas como Rho; la inhibición de Rho inhibe la 
exoenzima C3, que induce la formación estable y la acetilación de los 
microtubulos.  
Entonces, la presencia de esos microtubulos está correlacionada con la 
persistencia de los cinturones de actina y podosomas. Al parecer así la 
acumulación de microtubulos acetilados depende de una vía regulada por Rho y 
mDIA2, además, que Rho co-inmunoprecipita y se colocaliza en los microtubulos 
junto con la HDAC6, una histona desacetilasa citosólicas, la cual, ha sido 
descrita como que desacetilasa de los microtubulos183.   
La importante función de la acetilación de los microtubulos es reforzada en los 
ensayos sobre superficies similares a hueso, como complejos de colágeno  y 
apatita118, en las cuales, el citoesqueleto de los OCls se reorganiza durante dos 
fases: la fase la inicial es la resortiva, caracterizada por la presencia de una zona 
de sellado y la segunda que es la migratoria, asociada con la no formación de 
una estructura específica de actina32. La acetilación de los microtubulos se 
asocian solo con la zona de sellado, indicando una regulación especifica y 
dinámica de  los microtubulos en esta zona190. Después de varios ciclos de 
despolimerización y polimerización de la zona de sellado, durante la migración y 
expansión de los OCls, se observa  un ciclo de resorción y migración75. Durante 
ambos pasos se ha establecido que se detectan podosomas, los cuales solo  se 
observan sobre componentes de hueso de matriz extracelular como el colágeno 
o la fibronectina, así como sobre vidrio, mientras que las zonas de sellado solo 
se observan en sustratos que contengan cristales  de apatita o mineralizados 32, 
118, 183. Sin embargo, no es claro como las integrinas de estas células 
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osteoclastogenicas se encuentran implicadas en la interacción con la matriz 
extracelular186, aunque podría ser activada por la misma apatita. Por lo cual, se 
ha dicho que entre la actina, los microtubulos y las integrinas ocurre una 
integración importante para la función de los OCls180.    
Por otra parte, muchas de estas proteínas también han sido descritas en las 
estructuras denominadas focos de adhesión en células como fibroblastos 59. Los 
focos de adhesión son estructuras relativamente estables en el tiempo de 
adherencia, mientras que los podosomas observados en OCls han sido descritos 
como estructuras dinámicas de adherencia, que sufren un ensamblaje y 
desensamblaje en minutos 75.  
Una de las proteínas que permite la formación de la zona de sellado son las 
integrinas como la αvβ3, junto con otras integrinas como la  αIIβ1 y αvβ1 que han 
sido reportadas en OCls originados de osteosarcomas76, 77, 78,79. A partir de esto, 
en las integrina se ha centrado el estudio de la adherencia y organización del 
citoesqueleto de OCls. Apartir de esto, la integrina αvβ3 ha sido usada como 
blanco terapéutico en enfermedades relacionadas con resorción ósea como 
osteoporosis y osteoartritis 81. 
Por ejemplo Nakamura 236, en sus estudios con OCls obtenidos a partir de co-
cultivo de células osteoblásticas MB1.8  con precursores osteoclastogénicos de 
médula ósea aislados de ratones Balb/c de 6 a 8 semanas, postuló a esta 
integrina αvβ3 como una mediadora importante en la organización del 
citoesqueleto de los OCls, evaluando la adherencia, migración y mantenimiento 
de la estructura polarizada de los OCls y su asociación durante la actividad 
resortiva82. 
Sin embargo, Lakkakorpi 80, a partir de sus estudios con OCls obtenidos 
mecánicamente de huesos largos de ratas y pollos bY,  sugirió que aunque este 
receptor de vitronectina es importante en la función osteoclástica, no media la 
formación final de la zona de sellado y la adhesión de los OCls a superficies de 
hueso mineralizado80. A su vez,  estudios con OCls obtenidos de sangre 
periférica de pacientes con trombastenia de  Glanzmann (TG) de tipo Iraqi-
Jewish, deficientes de la subunidad β3 de las integrinas, demostraron que los 
24 
 
OCls expresan hasta cuatro veces otras integrinas, sobretodo  la integrina  α2β1, 
la cual podría compensar la deficiencia genética de la integrina αvβ3 en los OCls 
de pacientes con TG, permitiendo así la resorción ósea 83.  
También, la integrina αvβ3 ha sido asociada con la migración y su activación 
permite la fosforilación de otras proteínas tirosina cinasas presentes en el 
podosoma, como son las cinasas c-Src y Pyk2 57, 64, 65, 74, 85.  
En fibroblastos transfectados con el encogen v-Src, se ha sugerido que la 
activación de Src podría entonces estar asociada con la formación  de las fibras 
de estrés de actina (focos de adhesión) posiblemente regulando la movilidad, 
expansión y migración de estas células 59.  
Pensando en el papel que representaría la proteína cinasa Src en los 
mecanismos que regulan la formación de podosomas, se ha sugerido que la 
fosforilación de esta tirosina permite el ensamblaje del podosoma, lo cual 
concuerda con los estudios realizados en el rol de pp60c-Src en la actividad 
resortiva de los OCls 64, 65, 74, 85 
Pero aún, no se ha descrito claramente como Src estaría involucrada en la 
señalización para la adhesión de los OCls y en el ensamblaje del podosoma, 
únicamente se ha sugerido que posiblemente esta señalización se asocie a la 
actividad cinasa de c Src sobre c Cbl, además de su asociación a los procesos 
de fosforilación con Pyk2 y Syk  64, 65, 74, 85.  
Luxenburg110, describió que al existir la fosforilación de la tirosina de estas 
proteínas, los niveles de acumulaciones de actina durante la polarización de la 
célula osteoclástica se incrementan. Por ello, se ha propuesto que la 
fosforilación de las proteínas cinasas Src, Syk, Pyk2 y c Cbl podría actuar en 
concierto para regular la organización de la actina y su dinámica durante el 
proceso resortivo 64, 65, 74, 85.  
En contraste, a los procesos de maduración y resorción de los OCls,  se sabe 
que durante el ciclo celular la actina es sintetizada preferiblemente por células 
que se encuentran entre la fase Go y S 241. Pero, en el periodo de la interface 
entre Go - G1, S  y G2, no se observa la presencia de estructuras dinámicas de 
la actina En las Células con una interface no mitótica, se ha observado que se 
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expanden y el citoesqueleto de actina se caracteriza por formar fibras de 
estrés242, en el caso de los OCls podosomas y zonas de sellado180  que permiten  
su contacto o adherencia a una superficie. Sin embargo, durante la mitosis, las 
células son muy redondas y las estructuras dinámicas de la actina son 
reemplazadas por una distribución difusa de la actina en el citoplasma 242, hasta 
que la célula hija se separa de la madre, es allí donde la actina forma un anillo 
contráctil o sitio rico en filamentos, que contribuye al clivaje de las células hijas, 
242. Entonces, la actina no forma fibras de estrés cuando las células son 
arrestadas en la fase Go, esto ocurre cuando las células son incubadas con 
bajos niveles de suero o factores de crecimiento del suero o de confluencia o 
cuando son deprivadas de SFB. Por lo cual, cuando se arrestan las células en 
fase Go-S, el  nivel  de la síntesis de actina es menor, y por ello, la actina ha 
sido descrita como un marcador para identificar la síntesis y la declinación de 
proteínas en el ciclo celular. En conclusión, parece que existe una relación entre 
las diferentes etapas del ciclo celular y la organización de la actina.  
 
3. PROTEÍNA TIROSINA CINASA c Src PRESENTE EN LAS 
CÉLULAS OSTEOCLÁSTICAS. 
Peyton Rous en 191159, aisló de gallinas el virus de sarcoma de Rosu, el cual 
fue determinado como la primera causa de cáncer por retrovirus. Este tipo de 
retrovirus tiene una estructura  genética sencilla, con tres genes (gag, pol y env) 
como todos los retrovirus, que codifican para proteínas asociadas a la 
replicación del genoma viral y para encapsular los viriones para una próxima 
transmisión.  
Un cuarto gen encontrado en este retrovirus es el gen vSrc (el cual procede de 
su denominación en ingles  viral sarcom), el cual, codifica para una cuarta 
proteína denominada de igual forma, v-Src; esta proteína puede por si sola 
inducir a las células en cultivo a cambios en la morfología y comportamiento 
propio de las células cancerígenas, por lo cual, esta proteína fue descrita desde 
ese momento como un oncogén.  
26 
 
Actualmente, la proteína cinasa pp60 c Src45 se ha descrito en las células 
animales como una proteína homóloga  a vSrc. Diversos estudios basados en 
mutantes activados para pp60 cSrc la han descrito con características  
oncogénicas, por lo cual la han postulado como un proto-oncogen. Estos 
mutantes han permitido caracterizar a esta cinasa pp60 cSrc como una de las 
principales proteínas en el control de señales de transducción de varios 
receptores, como es el receptor del factor de crecimiento epidermial (EGFR), el 
receptor de insulina, entre otros, que regulan el crecimiento y proliferación en 
células animales. 
Esta proteína no receptora de tipo tirosina cinasa pp60 c Src es un miembro de 
la familia de nueve proteínas tirosina cinasa, que se asocia con la superficie 
citoplasmática de la membrana celular y se encuentra asociada a adhesinas 
como la integrina αvβ3 57.  
 
3.1 Características de la estructura de pp60 c Src.  
Las proteínas de la familia Src tirosina cinasa poseen un dominio común, con 
segmentos que han sido designados como regiones homólogas a c Src. La 
estructura de esta proteína permite ver hacia el extremo amino terminal 
únicamente el dominio SH4, el cual tiene una miristoilación como señal de 
localización de membrana, y difiere entre los miembros de la familia.   
Seguido a esta miristoilación se encuentra la cadena peptídica para el dominio 
SH3, el dominio SH2, el dominio tirosina cinasa (SH1), y una cola corta hacia el 
extremo carboxi terminal, el incluye un residuo de tirosina crítico en su función. 
Los dominios SH2 y SH3 media las interacciones proteína-proteína en cascadas 
de señalización celular y se encuentra en muchas proteínas que no hacen parte 
de la familia c Src. Estos dos dominios y la cola C-terminal tienen funciones en la 
regulación de la actividad cinasa.   
Nada y colaboradores 46 sugirieron que en la cola del extremo C-terminal de esta 
proteínas, se encuentra una tirosina que tiene actividad de regulador de la 
disposición de los dominios SH2 y SH3 para unirse a otras proteínas. Cuando 
este residuo es fosforilado por una proteína cinasa específica, Csk (cinasa C-
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terminal de la familia Src) inhibe  la actividad catalítica de Src al crear un sitio de  
unión intramolecular para el dominio SH2. Por lo cual, se ha sugerido que esta 
interacción es resultado de la capacidad de auto inhibición que tiene este 
proteína, llevando a la molécula a un estado inactivo.  
La remoción de los dominios SH2 por la defosforilación del residuo de tirosina  
527 (tyr 527) del extremo C-terminal o por unión competitiva de ligando al 
dominio SH2/SH3, se permite la apertura del dominio cinasa, exponiendo a otro 
residuo de tirosina importante en la actividad cinasa, el residuo tirosina 416, el 
cual al ser expuesto es fosforilado. Se ha descrito a esta  fosforilación de la 
tirosina 416 (Tyr 416) el paso previo a la activación del loop del dominio cinasa 
47,48, además se ha descrito como un regulador importante de la función de la 
enzima.  
En conclusión, la actividad cinasa de pp60 c Src es regulada por su 
autofosforilación y fosforilación de sus residuos de tirosina, 416 (efector positivo) 
y 527  (regulador negativo de la actividad cinasa). 
 
4. Syk (PROTEÍNA TIROSINA CINASA DE BAZO  O SPLEEN 
TYROSINE CINASA PROTEIN) EN OCLS. 
Syk es una proteína de la familia tirosina cinasa y  junto con la proteína cinasa 
pp60c-Src han sido ampliamente estudiada en leucocitos, plaquetas y OCls. Sin 
embargo, la expresión de  Syk también ha sido detectada en otros tipos 
celulares como hepatocitos, fibroblastos, células endoteliales y neuronales, lo 
cual sugiere que es una molécula de señalización ubicua. Su rol como gen 
supresor de tumor en cáncer de seno ha sido estudiado y ha sido determinada 
en leucemias linfoblásticas y carcinoma gástrico104, 102.  
En las plaquetas, la proteína cinasa Syk es activada cuando el fibrinógeno se 
une a la integrina αIIbβ3 permitiendo la unión de las plaquetas a una superficie, 
además la activación de esta proteína cinasa se ha observado cuando las 
plaquetas son  tratadas con un anticuerpo activador (LIBS6) de la integrina 
αIIbβ3 . El papel de Syk en la señales externas ha sido reportada en células 
CHO transfectadas con la integrina  αIIbβ3 y Syk, cuando se retira el dominio 
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citoplasmático de esta integrina evita que se active Syk. Por lo cual se ha 
sugerido que esta actúa en las señales internas y externas en plaquetas durante 
la adherencia de estas a una superficie 101,103.  
A su vez, junto con la cinasas de la familia Src, Syk  participa en las vías de 
señalización en leucocitos. Sobre esta proteína, se ha hipotetizado que opera 
conjuntamente con la activación de las cinasas de la familia de Src que procede 
a la activación de Syk, estos estudios han facilitado la comparación de los 
fenotipos de las células inmunes de ratones knockout para estas dos cinasas. 
Actualmente se ha discutido el papel de estas cinasas no sólo con la unión a los 
dominios citoplasmáticos de las integrinas sino también a los motivos de 
señalización fosforilados del inmunoreceptor  (ITAM) o “phosphorylated 
immunoreceptor signaling motifs” 37. 
 
4.1. Asociación de las cinasas pp60 c-Src y Syk con el arreglo del 
citoesqueleto en OCls 
Se ha descrito a c-Src o pp60src (proteína producto del gen c-Src homólogo a v-
Src) como una proteína ampliamente expresada en la parte terminal de la 
diferenciación de muchos tipos celulares como plaquetas y neuronas49, 
sugiriéndose que no sólo está asociada al crecimiento y proliferación celular sino 
también a procesos de movilidad y adherencia relacionadas con el arreglo del 
citoesqueleto; por ejemplo, en el sistema nervioso se localiza principalmente en 
nervios terminales y en la mayoría de las vesículas pre sinápticas con actividad 
tirosina cinasa, también se distribuye en los conos de crecimiento nervioso, 
donde juega un rol importante en la guía de los neuritos hacia su blanco 
sináptico (migración) por la modulación dinámica del citoesqueleto 50.  
Esta proteína pp60 c-Src se ha encontrado en altas concentraciones en OCls 
maduros51, sugiriendo que también está asociada a los procesos terminales de 
la diferenciación de este tipo celular con actividad resortiva. Varios estudios la 
han asociado a procesos de osteopetrosis, donde existe una disminución de la 
resorción ósea realizada por los OCls cuando se inhibe la expresión de c-Src, 
sin observarse otra anormalidad en la función de otros tejidos o células 2.   
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También, Src ha sido reportada como una molécula adaptadora de otras 
proteínas asociadas a la modulación del citoesqueleto y adherencia de 
plaquetas, fagocitos y células de esplenocitos embrionarios humanos 293 
transfectadas con Pyk2 55,56,57, encontrándose que en estos tipos celulares 
hematopoyéticos, la actividad cinasa de Src permitía asociarse a una actividad 
adaptadora con otras proteínas como son la integrina αvβ3 y la proteína cinasa 
Syk, c Cbl y Pyk2 importantes en la adherencia y movilidad de estos tipo 
celulares, actividades asociadas a un arreglo en el citoesqueleto. 
La función de Src en la actividad resortiva de los OCls podría relacionarse con 
sus  características de molécula adaptadora, posiblemente a través del residuo 
K295, el cual permite a la proteína c-Src reclutar otras proteínas asociadas al 
arreglo del citoesqueleto, como Pyk2, c Cbl y Syk 65.  
Miyazaki y colaboradores54 usando mutantes como Src Y416F-Y527F y Src K295M  
encontraron que la sobre expresión de este mutante Src Y416F-Y527F inhibe 
parcialmente la actividad resortiva. Además, Schwartzberg y colaboradores56, 
observaron que el fenotipo osteopetrotico podría presentarse mejor cuando se 
encontraba este mutante Src Y416F que el mutante de Src del residuo asociado 
con la actividad adaptadora, Src K295M. Sin embargo, respecto al arreglo del 
citoesqueleto, principalmente la distribución de la actina, ambas mutaciones 
permitían ver distribuciones diferentes de la actina, sin observarse la formación 
de podosomas o zona de sellado o "sealing”, esto indicaría que  tanto la 
actividad adaptadora como la misma función cinasa de pp60 c Src, atribuida a 
los residuos K295, 416, Y527 y K295 respectivamente, están asociados a la 
actividad resortiva y adherencia, procesos celulares relacionados con el arreglo 
de la actina. 
Lakkakorpi y colaboradores 64 sugiriendo a través de sus estudios con ratones 
src-/- que los osteoclastos derivados de este mutante no podían adherirse y 
extenderse apropiadamente en superficies cubiertas con vitronectina o 
superficies de matriz ósea, teniendo una falla en la formación de las zonas de 
sellado, características de los osteoclastos maduros con actividad resortiva 64. 
Por otra parte una actividad excesiva de Src perturbaba la formación de focos de 
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adhesión e inducía la formación de podosomas en otros tipos celulares 
diferentes a OCls, como fibroblastos.  
Además, pp660 c-Src se ha asociado con el papel de Syk en OCls, el cual se ha 
observado conjuntamente con el receptor ITAM, ya que durante la 
osteoclastogénesis se ha postulado que existe una relación de la activación de 
esta proteína cinasa Syk por este receptor ITAM, teniendo importancia en las 
vías de señalización en la diferenciación de las células hematopoyéticas a OCls 
que presentan posteriormente con actividad resortiva 37, 102. 
Por lo anterior, se ha podido postular a la proteína cinasa c Src como una 
proteína importante en la modulación del citoesqueleto y actividad resortiva en 
OCls, sin dejar de lado que este arreglo del citoesqueleto, formación de 
podosomas o zona "sealing", podría estar afectado por la actividad de otras 
proteínas aun sin estudiar.  
 
5. MARCADORES OSTEOCLASTOGÉNICOS. 
La habilidad de la excavación o resorción del hueso por los osteoclastos se debe 
entonces a  la formación del borde en cepillo y la zona de sellado, la cual 
presenta un microambiente ácido, con un pH de aproximadamente 4.5. Este 
microambiente ácido es creado por la ATPasa H+ vacuolar 219, 238, cuya  
localización se ha identificado en el borde de cepillo de la membrana,  el 
bombeo  de protones acoplado a la bomba de Cl- que forma HCl que disuelve la 
parte mineral de la matriz ósea 222 (Figura 3) Los demás componentes orgánicos 
de la matriz ósea como el colágeno son degradados por las metaloproteinasas 
de matriz, catepsina K, B y L7, 223, 239, (Figura 3). 
Otra molécula presente en esta zona es la enzima Fosfatasa ácido resistente a 
tartrato, denominada también TRAPasa o TRAP 9. Esta metaloenzima 
monomérica glicosilada también localizada en el borde de cepillo, podría realizar 
la defosforilación de la osteopontina y la sialoproteína de hueso, permitiendo así 
que estas proteínas defosforiladas se unan al osteoclasto e induzcan la 
migración de este hacia otras áreas donde realiza su actividad resortiva (Figura 
3). 
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Otras enzimas importantes son la colagenasa, la proteoglicanasa y la anhidrasa 
carbónica tipo II 221, 222, 240, esta última, por el bombeo de protones hidrata el CO2 
a HCO3 + H+. (Figura 3) 
Los productos de degradación de la matriz ósea son endocitados a través del 
borde de cepillo y conducidos por trancitosis61 a un área opuesta a la membrana 
del osteoclasto, donde son secretados a  sangre periférica.  Estos productos 
metabólicos son utilizados como marcadores biológicos que indican resorción 
ósea8. 
Los OCls maduros expresan receptores de calcitonina 216, 217, 220, por lo cual se 
ha descrito que la  calcitonina 190, 191, 192, 216  regula la resorción, gracias a que 
inhibe la liberación de hidrolasas ácidas, reduce la actividad del bombeo de Na+, 
K+, bloquea la ATPasa-H+ y altera la localización de la anhidrasa carbónica II 221. 
 
6. RANKL,  INDUCTOR DE LA DIFERENCIACIÓN 
OSTEOCLASTOGENICA. 
El descubrimiento del ligando del receptor activador del factor nuclear NF- B 
llamado RANKL25,  ha ayudado a dilucidar los mecanismos de diferenciación, 
fusión148, 159 y activación in vitro de los OCls.   
Esta proteína  transmembranal encontrada en la superficie de las células que la 
expresan y la cual es liberada proteolíticamente en forma soluble18, es un 
ligando de la familia del factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) 16, 17. Se ha 
descrito que induce la diferenciación de células hematopoyéticas y células 
mononucleares de sangre periférica a OCls, en presencia del factor estimulador 
de colonia macrófago (MCSF) 26, 27. 
Al unirse RANKL  a su receptor RANK, proteína miembro de esta familia TNFα, 
permite la señalización intracelular que induce a la diferenciación, fusión y 
activación de OCls, así como en el control de la masa ósea y el metabolismo del 
Ca2+  19, 20.  
Otro receptor, denominado osteoprotegerina (OPG), el cual es producido por 
osteoblastos, ha sido descrito como un receptor soluble para RANKL y que 
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inhibe la osteoclastogénesis14. La expresión de RANKL y OPG se ha descrito de 
manera coordinada para regular la resorción ósea 21 (Figura 3). 
Se ha sugerido por estudios in vitro, que RANKL es expresado no sólo por 
osteoblastos sino también por células T activadas 18, observándose que in vitro 
estas células pueden inducir la diferenciación a OCls, a través de RANKL, 
(Figura 3). 
 
Figura 3. RANKL inductor de la fusión celular  y  la osteoclastogénesis. Los 
precursores monocito/macrófagos son diferenciados a OCls por acción de varios 
factores pro-resorptivos, MCSF y RANKL, este citocina es importante durante la 
fusión de los precursores, junto con DC-STAMP, CD47, MFR/SIRPα, entre 
otras; también RANKL interviene en la diferenciación y maduración de la célula 
osteoclástica, así como con la adherencia de estas células a matriz ósea, 
activando a RANK, TRAF6 y cascadas de señalización donde se encuentra c 
Src y Syk. Tomado y modificado de Sanborn, URL: http:// 
cancergrace.org/04/denosumabandimmunity.jpg. 2009. 
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Así mismo, se ha sugerido que in vivo, RANKL  está asociado a un incremento 
de la osteoclastogénesis y la pérdida de hueso15. La mutación en esta citocina 
origina  osteopetrosis 16. Además, RANKL no sólo está asociado a las etapas de 
diferenciación sino, tal vez, a la activación resortiva de los OCls. 
Además, se ha descrito que la actividad resortiva  in vivo es controlada por 
factores celulares y calciotrópicos, como la hormona paratiroidea (PTH) y la  1 α 
25 hidroxivitamina D3 12, 22, 207.  Los estrógenos tienen un impacto negativo en la 
diferenciación de OCls, la deficiencia de los estrógenos lidera un incremento en 
la diferenciación y activación de los OCls 23 (Figura 3). 
Por otro lado, las interluquinas 1, 6, 11 y  el TNF alpha (α) 24, 27,   se ha sugerido 
que inducen un incrementando en la resorción ósea, ya que estimulan tanto la 
actividad y como la diferenciación osteoclastogénica (Figura 3) 
La inteluquina 1 (IL-1) en OCls pre-fusionados induce la formación de anillos de 
actina y la fosforilación de p130 cas, un sustrato conocido de c-Src, a su vez un 
tratamiento con IL-1 permitió observar la precipitación de c-Src junto con otras 
proteínas como TRAF6, proteína tirosina cinasa 2 24 (Figura 3). 
Al contrario, la inhibición o disminución en la resorción ósea se ha descrito bajo 
la influencia de IL-4 o INF- , mientras que el rol del factor de transformación de 
crecimiento β es más complejo ya que al parecer afecta la proliferación de 
precursores de OCls y la actividad resortiva, pero a la vez, incrementa la 
expresión de dos marcadores de OCls  como la integrina αvβ3 y el receptor de 
calcitonina 25.  
Entonces, las hormonas calciotrópicas y algunas citocinas e interluquinas pro-
resortivas se han sugerido que regulación de la expresión del ARNm de RANKL 
en la línea celular de osteoblastos y cultivos primarios de linfocitos 28, 29, 89.  
 
7. MODELOS PARA LA GENERACIÓN IN VITRO DE CÉLULAS 
SIMILARES A OCLS. 
Los modelos biológicos in vitro para la generación de OCls han facilitado el 
estudio detallado de muchos factores involucrados en la regulación de este 
proceso de diferenciación 10. 
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Muchos de estos modelos han determinado un rol crítico de las células 
estromales mesenquimales en esta diferenciación, un ejemplo lo constituye  
Suda y colaboradores, quienes obtienen células similares a OCls a partir de la 
maduración in vitro de macrófagos en presencia de células estromales de 
médula;  esta maduración se realizó usando co cultivos de línea celular 
estromal, derivadas de médula de ratón (ST2) con células de bazo en presencia 
de 1 α 25-dihidroxivitamina D3 y dexametasona 11. 
Inicialmente, en el proceso de co cultivo fue sugerido que el contacto célula a 
célula sería necesario para la diferenciación osteoclástica, además, se requieren 
estímulos externos asociados con una actividad resortiva alta, como es la 1 α 
25-dihidroxivitamina D3 12, 207 y la dexametasona12. Sin embargo, esta 
interacción entre precursores y células estromales no es necesaria, como fue 
demostrado en otros modelos. 
Por ejemplo, Boyle W, J y colaboradores13, obtuvieron células similares a OCls a 
partir de células de medula ósea no adherentes en presencia de CSF-1(llamado 
también factor estimulante de colonia macrófago o MCSF)  y  RANKL (OPGL) 13. 
Este ligando del receptor RANK (RANKL) ha sido identificado como una citosina 
que reemplaza los requerimientos de las células estromales co cultivadas  con 
precursores hematopoyéticos, junto con la vitamina D3, glucocorticoides y 
hormonas.  
Suda y colaboradores11  sugieren que las células estromales y osteoblastos 
expresan en su membrana esta citosina, RANKL, la cual actúa sobre los 
precursores osteoclasticos que han sido estimulados con MCSF, además, 
sugieren que in vitro el factor estimulantes de colonia macrófago (MCSF) y la 
interleuquina 1 (IL 1) prolongan la vida del precursor y el osteoclasto.   
A partir de este momento, los estudios de osteoclastogénesis usan modelos de 
obtención in vitro no solo a partir de co cultivo de células 
estromales/osteoblastos con células hematopoyéticas o de bazo, estimuladas 
con vitamina D3, hormonas (PTH) o glucocorticoides, también, se comienzan a 
usar los cultivos donde la diferenciación de precursores hematopoyéticos a OCls 
se realizan bajo el estimulo con citosina como RANKL y MCSF. 
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Otros modelos obtienen células similares a OCls a partir de CMNSP  cultivadas 
con el factor estimulador de colonias de macrófagos 89, 91, 92,93 (M-CSF) y 
RANKL20, 90, 202  sobre superficies plásticas o láminas de diente o hueso cortical 
bovino 1, 98. 
Otra característica de las CMNSP es la transcripción y expresión del ligando del 
osteoprotegerina (OPGL) o también conocido como RANKL y TRANCE en los 
linfocitos T 91, 98, 107, 124, 125. Así, una población adherente de células como los 
monocitos de sangre periférica adquieren características fenotípicas de pre-
osteoclasto, bajo condiciones simples de cultivo de CMNSP de individuos 
normales 96, 97.  
Otro sistema para producir células similares a OCls es el uso del co cultivo de  
linfocitos CD14+ y monocitos de sangre periférica 88. Este modelo de co cultivo 
con la variable que ya no se usan células de bazo, médula ósea u osteoblastos 
ha permitido observar y postular a los linfocitos T  y los precursores de las 
células B 222+/- , como sistemas celulares importantes en la formación de OCls 
91,94.  
El cultivo de CMNSP, también se ha usado de forma diversa, por ejemplo  a 
partir de un co-cultivo de Linfocitos CD14+ y precursores stem hematopoyéticos 
CD34+ 88,90, se logra obtener células similares a osteoclastos con actividad 
resortiva, esta formación de células con similaridad a los OCls ha podido ser 
llevada a cabo gracias a la inducción in vitro con estimuladores 
osteoclastogénicos como MSCF, RANKL, IL-7, IL-1 y PTH 39,89, 92. 
Sin embargo, D´Amelio y colaboradores93, lograron obtener células similares a 
osteoclastos de forma espontánea a partir de CMNSP de individuos normales y 
mujeres con osteoporosis, en aproximadamente 21 días 93. En este trabajo se 
analizaron las concentraciones de dos importantes citosinas como RANKL e IL-
1, las cuales se presentan en altas cantidades en sangre periférica, con llevando 
a un incremento no sólo de las células dendríticas sino también de monocitos en 
sangre periférica, lo que sugeriría la asociación entre la formación de un alto 
número de células osteoclástica por la abundancia de precursores osteoclasticos 
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en sangre que podría llegar con mayor facilidad a hueso en individuos con 
osteoporosis que en individuos normales. 
No obstante, la generación de OCls también puede hacerse mecánicamente a 
partir de huesos largos de rata o pollo 80. 
La obtención células multinucleares similares a OCls puede realizarse mediante 
la fusión de macrófagos, la cual da como resultado células multinucleadas 
(MGC) que pueden ser las células gigantes de cuerpos extraños o  “foreign body 
giant cells” (FBGCs), células de “Langhans” y los osteoclastos 30,86. Al parecer la 
multinucleación dota a estas células de la capacidad de resorber hueso, destruir 
agentes infecciosos o material extraño y otros materiales demasiado grandes 
para ser internalizados. 
Murillo 30 obtiene por fusión con polietilenglicol a partir de macrófagos de líneas 
celulares (U937/a y J774, propuestos en la literatura como precursores 
osteoclasticos) células multinucleares con capacidad resortiva que expresan la 
enzima TRAP, este modelo permite obtener células con características similares 
a OCls en un tiempo corto, sin el uso de inductores de estimulación 
osteoclastogénica como RANKL, MCSF, PTH, 1 α 25 hidroxivitamina D3 30, 
entre otros. Además, representa una técnica de bajo costo y que puede ser 
usada como modelo en los estudios de comportamiento celular a nivel de 
biología molecular y bioquímica. Así mismo, Manrique1 presenta la formación de 
células multinucleares similares a OCls, a partir de células mononucleares de 
sangre periférica (CMNSP) obteniendo resultados que sugieren que la fusión 
con PEG podría estar induciendo en las CMNSP, la  expresión de proteínas 
osteoclastogénicas y actividad resortiva propia de los osteoclastos, además, 
esta función resortiva no es exclusiva de CMNSP de individuos normales, sino 
también estaría asociada a las CMNSP de pacientes con osteogénesis 
imperfecta, ya que estas células al trabajar en este modelo de fusión celular 
mediada por PEG, presentaron una reducción en su actividad resortiva cuando 
se colocaron en presencia de derivados de alendronato.1. 
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8. FUSIÓN CELULAR 
La fusión celular es un evento en el cual las membranas al fusionarse se 
acercan, entran en contacto y tras mezclar los lípidos de sus bicapas, forman un 
poro de fusión el cual se expande y permite el contacto de los citoplasmas140, 142. 
La habilidad de las células para fusionarse con otra es referida a su 
fusogenicidad144.  La fusión en organismos vivos es un complejo mecanismo, 
pobremente entendido, que consiste en múltiples pasos que involucran: 
1. Reconocimiento 
2.  Adhesión celular 
3.  Fusión de membrana 144 
La fusión de membranas parece tomar parte en muchos procesos biológicos 
como: secreción de macromoléculas de glándulas excretoras, liberación de 
neurotransmisores, sinapsis, procesos de picnocitosis y fagocitosis 172. Por lo 
cual, el proceso de fusión celular está presente desde el inicio de la vida144, 146, 
cuando los gametos de los  padres (femeninos y masculinos), funden sus 
membranas, el desarrollo de los músculos se realiza bajo la fusión de mioblastos 
en tejido sincitial146.  
 
8.1. Fusión celular espontánea  
La fusión celular ha sido descrita en el nematodo C. elegans de la siguiente 
forma: la fusión aparece por un origen, donde se acercan las membranas 
formando la unión apical y se expande a lo largo de la membrana y generando 
una ola de fusión alargada basalmente 170, 171. La eliminación completa de la 
membrana entre dos células fusionadas toma cerca de 30 minutos. La 
expansión de la zona de fusión está acompañada por la migración de un 
marcador denominado AJ o AJM-1, desde la posición apical a la basal171. La 
proteína AJM-1 desaparece de la parte basal en 5 a 10 minutos, después de la 
iniciación de la fusión de membrana. Sin embargo, Podbilewicz y White (1994) 
determinaron que AJ no es necesario para la fusión de ciertas zonas del 
nematodo como la parte dorsal y ventral 171. También se ha descrito que la 
fusión de las membranas en este nematodo se realiza por la formación de 
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vesículas en la membrana en la zona fusionada.  Estas vesículas son una parte 
de la maquinaria de fusión la cual se inicia por un simple poro de fusión, el cual 
ha sido descrito que en en la exocitosis de los mastocitos  o durante la infección 
viral mediad por hemaglutinina169. 
Recientemente, se ha establecido múltiples poros intermediarios en C.elegans, 
con diámetros que van desde los 20 hasta los 50 nm, donde se involucra la 
proteína eff-1170, la cual al ser mutada en esta especie no permite la formación 
del poro y fusión de membrana, además que le da especificidad de tejido a la 
fusión170. Gracias al funcionamiento de esta proteína se ha podido distinguir 
varias formas de fusión celular: la primera es la microfusión, en donde existen 
zonas de contacto entre membranas, conformando una zona adherente, 
compuesta por la proteína AJM-1, aquí no hay una fusión completa de las 
membranas, la segunda es la macrofusión, en donde la zona adherente es 
conformada por eff-1 y AJ-1, permitiendo la formación de una fusión macro o 
total de las membranas 170.   
Bajo estímulos ambientales el poro de fusión es formado, un canal acuoso entre 
la vesícula y la membrana plasmática, a través de la cual las moléculas 
cargadas se difunden hacia fuera del lumen vesicular llegando al exterior 176.  
Una característica de muchos tipos de cáncer es la tendencia a cambios 
graduales biológicos de tal manera que llegue a ser inexorablemente más 
maligno 173, 174.  
La progresión inherente en tumores malignos es debido a ala adquisición de 
subpoblaciones que exhiben las anormalidades citogénicas caracterizadas por 
aneuploidia  y el re-arreglo cromosomal basado en la fusión de célula-célula, con 
la generación de variantes, que pueden contribuir a la diversidad del tumor 
celular 174, 175.  
Al parecer los eventos fusogénicos entre las células estromales de ratón y 
células epiteliales de cáncer de seno humano maligno, permiten que las células 
epiteliales malignos que pueden adquirir la habilidad para transformar 
genéticamente el microambiente estromal173.  
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Otra forma de fusión espontanea es la presencia de Ca2+ en concentraciones de 
40 mM, a un pH 10.5, permite inducir la fusión de membranas172. Bajo estas 
condiciones el porcentaje de fosfatidiletanolamina  y lectinas son hidrolizadas y 
forman compuestos lyso, sobre los cuales se hipotetiza son mediadores de la 
formación de células homopolicarionicas 172. 
 
8.2. Fusión de membranas en OCls y macrófagos. 
Se ha sugerido que la fusión de precursores monocito/macrófagos  es un evento 
importante, no solo para la formación de osteoclastos multinucleares, sino 
también para la actividad resortiva realizada por ellos164, sin embargo, la 
disminución del número de células multinucleares no garantiza la completa 
abolición de la resorción 159,164.  
Debido a su función, los OCls son células policarionicas gigantes, originadas a 
través de la fusión celular homotrópica de sus precursores monocitos. Contrario 
a otros procesos de fusión celular homotrópica y heterotrópica, la fusión de 
células osteoclastogenicas ocurre con precursores de linaje monocito 
homotrópico en dirección 2D, lo cual origina la actividad de estas células en el 
hueso, teniendo una vida media corta, de aproximadamente 3 días, mientras que 
la vida media de las células gigantes de macrófagos es más larga, por ejemplo 
en granulomas 146.  Además, la fusión celular tiene un efecto en el tamaño de la 
célula osteoclástica 147, ya que el diámetro de la célula multinuclear es varias 
veces mayor que su célula precursora, dependiendo claro está del número de 
células usadas en la fusión. Por lo cual, ellos realizan más eficientemente su 
actividad resortiva. Sin embargo, se ha encontrado que sin la formación de esta 
célula multinuclear, los precursores de OCls son capaces de realizar resorción 
de manera menor. Por lo cual la fusión celular no sería necesaria para dicha 
actividad 147. 
La fusión entre dos precursores osteoclastogenicos (monocitos) no es 
completamente idéntica, se ha hipotetizado la existencia de células buscadoras 
“founder”, las cuales ya están listas para la multinucleación, que se agarran a 
células mononucleares, denominadas “follower”, células competentes para la 
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fusión,  originando así la fusión entre estas células. Las células “founder” son 
móviles,  mientras que las células  “follower” son altamente estáticas. Por lo cual,  
se ha sugerido, que la fusión durante la osteoclastogénesis  tiene cierta 
direccionalidad y ocurre entre diferentes partes de la célula147, 149.  Ante este 
hecho se desconoce como estas células se distinguen y si existe diferencias 
entre las células mononucleares y las células  competentes para la fusión 
“follower” 149. Esta hipótesis surge de los ensayos con policariones que expresa 
DC –STAMP (Figura 3), lo cuales pueden  en co-cultivo con células 
mononucleares fusionarse con estas células 149.  
La MFR o receptor de fusión de macrófagos, también llamada SIRPα es de las 
primeras moléculas postuladas para la fusión celular osteoclastogénica  150, 151. 
Este es un tipo de proteína transmembranal del tipo I, que pertenece a la 
superfamilia  de proteínas de inmonoglobulina (IgSF), identificada no solo en 
OCls sino también macrófagos 162. Lundergberg y colaboradores, (2007), usando 
quimeras de ratones D47-/- con bloqueos de anticuerpos específicos contra 
SIRPα y  D47 identificaron la posible asociación pivotal en la formación de 
células multinucleares TRAP positiva (+), del receptor MFR/SIRPα con CD47 
(proteína asociada a integrina/ IAP), el cual se asocia a integrinas, que estimula 
la quimiotaxis, migración y activación de leucocitos 163, al parecer necesaria para 
la fusión osteoclastogénica y la formación de células gigantes a partir de 
macrófagos163, la cual se origina intercelularmente. Sin embargo, no es claro 
como es la posible asociación entre estas dos proteínas y su relación con  la 
actividad resortiva en los OCls.  
La posible asociación entre CD47 y SIRPα fue hipotetizada por Han y 
colaboradores152, en macrófagos para formar células gigantes multinucleares; 
CD47 puede unirse con la isoforma larga de MFR/SIRPα. Este evento induciría a 
la forma corta de este receptor, contribuyendo a que las membranas plasmáticas 
de dos células se acerquen lo suficiente para  comenzar la fusión. Por lo cual 
antes de la fusión,  el reconocimiento célula-célula es un primer paso mediado 
por MFR/SIRPα –CD47 152.   
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En macrófagos la unión de CD47 y SIRPα puede inhibir la fagocitosis, y al 
parecer también regula la migración celular163. Frente a  los ensayos de Han152,  
no es del todo cierto, que estas proteínas sean las dos únicas moléculas 
involucradas en la formación de células multinucleares, debido a que, ante  la 
ausencia o bloqueo de ellas en los progenitores monocito, persiste la formación 
de células multinucleares, pero en menor número. Además, estos ensayos no 
permitieron comparar la disminución del número de células multinucleares con la 
actividad resortiva. 
Otra proteína que ha sido postulada en los eventos de fusión célula-célula en 
OCls y de macrófagos para formar células gigantes multinucleares es DC-
STAMP o proteína transmembranal específica de células dendríticas, la cual al 
parecer es clave en la fusión celular durante la osteoclastogénesis y la formación 
de macrófagos gigantes159. Cuando se usaron ratones transgénicos para DC-
STAMP 164 o ratones DC-STAMP-/- 159, 164, durante la osteoclastogénesis, 
inducida por la estimulación con RANKL, esta citocina regula altamente la 
expresión de esta proteína hacia la periferia de las células multinucleares 148, 164, 
cuando se usa conjuntamente con  M-CSF,  aunque, con el estímulo de solo M-
CSF no se observo el mismo evento. 
Además, el aumento del número de osteoclastos multinucleares se observó ante 
una sobre expresión de esta DC-STAMP, mientras, que en ausencia de esta 
proteína se observó una disminución del número de células multinucleares 
obtenidos a partir de médula ósea de ratones DC-STAMP-/-. La sobre expresión 
de DC-STAMP en médula ósea de ratones silvestres también fue observada con 
el estímulo de GM-CSF e IL4, lo cual sugeriría que este tipo de proteína no sería 
exclusiva de osteoclastos, sino también de otras células hematopoyéticas como 
macrófagos o células gigantes multinucleares 159. Iwasaki y colaboradores164 no 
muestran el efecto en la generación de células multinucleares. 
Yagi y colaboradores149, también describieron en estudios con ratones  DC-
STAMP-/-, que la ausencia de esta proteína evitaría obtener un número alto de 
células multinucleares, no obstante, en ellas se seguía observando la expresión 
del ARNm de marcadores osteoclastogénicos como ATPasa V-H+ y catepsina K, 
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después de 48 y 72 h de estímulo con RANKL y TNFα, por lo cual,  la actividad 
resortiva en estas células  que no expresan DC-STAMP se siguió observando, 
pero en menor proporción149, además, que esta proteína podría estar asociada 
al mantenimiento y/o aumento de la masa ósea  159, 164, cuando no es observada, 
lo cual corrobora, lo presentado por Ishii (2008), en el sentido que la fusión no es 
totalmente necesaria para la actividad resortiva.  
Se han postulado otras moléculas como inductores o participantes de la fusión 
celular osteoclastogénica y de macrófagos como  receptor de hialurónico (CD44) 
153, CD98 154, CD200 155, la cadherina 156, 157 , el receptor purinergico P2X7 157,165 
, la subunidad d2 de la ATPasa V-Vo158 y las proteínas de la superfamilia 
tetraspanina (TM4SF) asociadas a microdominios de membrana, 
específicamente la tetraspanina CD9 159, 160, 161, aunque, no es claro cómo regula 
o participa de este evento de fusión.  
Los macrófagos se fusionan y diferencian para formar células multinucleares 
gigantes en sitios crónicos de inflamación y en hueso para formar OCls, la 
formación de células gigantes de macrófago o  granulomas es un evento 
considerado cercano al fenómeno de la fusión celular durante la 
osteoclastogénesis. Se ha sugerido que ambos tipos de células gigantes 
formadas por la fusión de macrófagos  tienen capacidad resortiva 148.  
La formación de células policarionicas en macrófagos tiene dos principales 
efectos en los macrófagos: uno es incrementar el tamaño y el otro es la de 
realizar la resorción de grandes componentes que no pueden ser internalizados 
en una célula mononuclear, permitiendo así degradar componentes 
extracelulares por medio de lisosomas146, por lo cual al igual que los OCls, los 
macrófagos poseen un número alto de lisosomas. Aunque tanto macrófagos 
multinucleares como OCls tiene esa capacidad de resorber moléculas de 
grandes tamaños, debido a un aumento en el volumen y diámetro celular, esa 
capacidad es diversa en ambas células debido a la regulación génica diferente 
que ocurre durante la formación de estas células. Lo cual hace que cada uno 
tenga una especificidad por su “sustrato a degradar”, debido a esta especificidad 
y los eventos que ocurren durante la osteoclastogénesis y la formación de 
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granulomas de macrófagos, hace que estas células gigantes de macrófagos 
tengan baja actividad resortiva, frente a la realizada por OCls, los cuales son 
capaces de resorber grandes áreas de hueso. A diferencia de los macrófagos y 
neutrófilos, la degradación de material por parte de los osteoclastos es 
extracelular.     
En macrófagos se ha observado la actividad de receptor P2Z/P2X7 (gran 
receptor/canal de la subfamilia P2X, de 595 aminoácidos) al igual que en 
osteoclastos, para la formación de células gigantes multinucleares165, cuando los 
macrófagos son incubados con Concavalina A y el INF-165, mientras que se 
inhibe, en presencia de ATP oxidado, sin embargo no se ve afectada la 
quimiotaxis, las agregaciones celulares y la expresión de CD11a, CD18 y CD54 
165. Al parecer frente a una alta concentración de ATP y una elevada expresión 
de este receptor, la fusión de las células en macrófagos se da, observándose 
células gigantes multinucleares, con  morfología similar a la de una células 
osteoclasticas, en donde se observa fracturas localizadas entre las membranas 
que interactúan durante la fusión celular157, 165. Pero, a una baja expresión de 
este receptor causa que las células de macrófagos permanezcan pegadas 
formando agregaciones celulares, similar a lo observado en células con 
capacidad resortiva 157. Sin embargo, Ke y colaboradores167, describió la 
presencia de células multinucleares con capacidad resortiva en ratones donde el 
receptor P2X7 se expresaba, lo cual es corroborado por Lemaire y col (2006)157. 
La subunidad d2 de la V-ATPasa Vo favorece la fusión de macrófagos y 
osteoclastos, a diferencia de lo que ocurre en el C.elegans, en donde el 
complejo ATPasa reprime la fusión de células en este organismo168. 
 
8.3. Inducción experimental de la fusión celular 
Experimentalmente la fusión puede ser inducida: adicionando un agente 
fusogénico como el polietilenglicol (PEG), colocando las células en contacto en 
un campo eléctrico (electro fusión) o por láser 1, 30, o mediante la aplicación de 
un campo eléctrico que alcanza o excede el potencial de la membrana induce la 
formación de poros en la bicapa de fosfolípidos1, 30.  
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8.4.  Polietilenglicol (PEG) 
El PEG es un es un polímero de óxido de etileno con un hidroxilo terminal 
(C2H6O2. 1,2-dihidroxietano) cuya estructura molecular es: 
 
Este polímero comenzó a ser usado en la década de los 70 en la producción de 
hibridomas. Para la producción exitosa de hibridomas se han utilizado diversas 
concentraciones y diferentes pesos moleculares,  siendo importante el medio en 
el que se disuelve este polímero 1, 42, 44.  
El PEG, es soluble en agua a temperaturas moderadas a diferentes 
concentraciones y sobre un amplio rango de pesos moleculares. En la fusión 
celular, generalmente se utilizan pesos moleculares entre 100 y 10000 142, 208. 
Existen dos pasos importante para que el PEG induzca la fusión de membranas 
celulares: el primero es la agregación de las células antes de la fusión y 
segundo, la desestabilización de las membranas de las células agregadas, 
procediendo así a la fusión 208.  
Arnold  y colaboradores (1983, 1985) propusieron que el efecto del PEG sobre 
las membranas puede ser explicado por la atracción que induce este polímero 
entre ambas membranas 208.  
Por lo cual, La fusión entre vesículas agregadas o entre células ocurre cuando 
se utilizan altas concentraciones de PEG de bajos pesos moleculares208. El 
mayor requerimiento para inducir la fusión con PEG  es que debe existir una 
extremada cercanía de las membranas a fusionar 142, 208.  
El PEG contribuye a cerrar los espacios o “gaps” de la interbicapa lipídica. 
Entonces, el PEG  remueve las moléculas de agua entre las bicapas 
adyacentes, debido a la alta afinidad que tiene este polímero por el agua.  
 Además, el solo PEG no puede disparar la fusión, si los fosfolípidos de 
membrana se encuentran dañados o flácidos208. Entonces, la fusión ocurre solo 
cuando la energía de superficie de las bicapas lipidicas es modificada por la 
adición de componentes de bajo estrés 208.  
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Es interesante ver que mientras el umbral de la concentración de PEG para la 
fusión es dependientemente de la composición y estructura de las membranas a 
fusionar, mientras que el umbral para la agregación es ampliamente 
independiente de ellas208. Esto indica que se necesita una fuerza diferente para 
la fusión y otra para la agregación. Por lo cual, las fuerzas empleadas son 
rangos cortos críticamente dependientes de la desestabilización de las bicapas 
por deshidratación, mientras que la deshidratación depende de la adsorción del 
PEG208. 
Las células se agregan cuando se suspenden en la solución de PEG 
concentrado 208. La extrema deshidratación y alta presión osmótica en las zonas 
de contacto forza las proteínas integrales de membrana a alejar del área donde 
las bicapas lipidicas se acercan, oponiéndose unas con otras, la segregación de 
las proteínas de membrana en la zona de contacto puede ser visualizada por 
una fractura libre, la cual puede ser  observada por microscopía electrónica142.  
Entonces, la fusión célula a célula es usualmente iniciada en las zonas de 
contacto y la fusión del sitio se expande durante la subsecuente pasos de lavado 
del PEG142, 208. Por lo cual, la dilución del PEG después del tratamiento en las 
células es un paso crucial sin el cual la fusión que se produce es baja 142, 208. 
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9. OBJETIVOS 
9.1. Objetivo general  
Evaluar la expresión y fosforilación de c-Src, Syk y el re-arreglo de la actina, asociados 
con la actividad resortiva de CMSP fusionadas con polietilenglicol. 
9.2. Objetivos específicos 
1. Evaluar la expresión de marcadores osteoclastogénicos como la enzima 
TRAP, las proteínas Anhidrasa carbónica II, ATPasa vacuolar, Catepsina K, el 
Receptor Activador de NF-B (RANK) y el receptor de calcitonina en las CMNSP 
fusionadas con polietilenglicol (PEG) adheridas a matriz ósea 
2. Analizar la disposición de la actina  en las CMNSP fusionadas con PEG sobre 
matriz ósea, proteínas de matriz ósea como Vitronectina y Colágeno tipo I. 
3. Evaluar el efecto del inductor de diferenciación osteoclastogénica, RANKL, en 
la distribución de la actina y la actividad resortiva  en las CMNSP fusionadas con 
polietilenglicol (PEG). 
4. Determinar si existe una correlación entre la expresión de las cinasas c-Src y 
Syk con el arreglo de la actina y actividad resortiva en las CMNSP fusionadas 
con polietilenglicol (PEG) adheridas a matriz ósea 
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10. MATERIALES Y MÉTODOS 
10.1. Estrategia experimental 
Se diseño un estudio experimental in vitro que utilizó como modelo las células 
mononucleares de sangre periférica (CMNSP) de individuos normales con 
edades entre 20 y 40 años. A estas células se les adicionó polietilenglicol (PEG) 
para inducir la formación de células multinucleares que tuvieran capacidad 
resortiva. Las  CMNSP tratadas con polietilenglicol (PEG) fueron utilizadas como 
grupo experimental y como grupo control se usaron las CMNSP sin tratar con 
PEG. 
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lavaron doce veces con agua destilada hasta eliminar totalmente el detergente  y 
finalmente  se esterilizaron con etanol al 70% por 60 minutos y se lavaron dos 
veces con medio DMEM suplementado con 10% SFB 33.  
10.2. Láminas de vidrio.  
Se partió de láminas de cubreobjetos que se seccionaron con un corta fríos para 
obtener láminas de 0.25 cm2. Estas láminas se sumergieron en HCl 2N por dos 
horas, se lavaron diez veces con abundante agua, luego se colocaron en cajas 
de 24 pozos y se esterilizaron bajo luz ultravioleta durante 60 minutos. Algunas 
láminas se cubrieron con 10 µg/ml de vitronectina 181, 184  (VN, Sigma) ó  30 µg/ml  
de colágeno tipo I 182,184 (CTI, Sigma) y se incubaron a 37°C por 60 y 120 
minutos, respectivamente. Otras láminas se cubrieron con 20 µl  de suero fetal 
bovino al 10% 181 (SFB, Eurobium)  Como control se utilizaron láminas 
incubadas solo con medio DMEM  ó   0.1% (p/v) de poli-L-lisina 181,184  (PLL, 
Sigma), aunque, este polímero está cargado positivamente y se utiliza para 
adherencia celular, no se encuentra relacionado con la formación de 
acumulaciones de actina (podosomas) en células osteoclastogenicas. Una vez 
incubadas con cada uno de los adherentes, se lavaron con PBS estéril a 4º C. El 
secado de las  láminas de hueso cortical bovino y de vidrio se realizó al aire libre 
dentro de la cabina de flujo laminar. 
10.3. Medios de cultivo y reactivos. 
Para separar las células mononucleares de sangre periférica (CMNSP) se 
realizó un gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque-1077 (Sigma-Aldrich)105. El 
medio de cultivo  utilizado para las células de sangre periférica fue “Dulbecco´s 
Modified Eagle´s Medium” (DMEM, in Vitrogen) con 10% (v/v) de suero fetal 
bovino (SFB, Eurobium), 100 IU/ml de penicilina y 100 μg/ml de estreptomicina. 
Las células fueron incubadas a 37°C con 5% de CO2 y 95% de humedad relativa 
(HR). La estimulación  de las células mononucleares separadas por Ficoll se 
realizó con Fitohemaglutinina-P1, 121 (PHA-P, Sigma), la cual estimula y aglutina 
linfocitos T 121. La PHA-P se disolvió en DMEM, se congeló a 1mg/ml y se 
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adicionó a las células durante 24, 48 ó 72 horas en concentraciones 5, 10, 20 ó 
30 µg/ml. Para inhibir la polimerización de los microtúbulos se utilizó 
colchicina191 (colchimedio, Bussié) preparada a partir de una tableta, la cual se 
pulverizó y se disolvió en DMEM a una concentración de 20 µg/ml y se trabajó a 
10 µg/ml por 24 horas.  RANKL (R&D Systems) 100, es un inductor de la 
diferenciación del linaje  monocito/macrófagos a osteoclastos (OCls), por lo cual,  
las CMNSP fueron cultivadas con 40 ng/ml (p/v) de RANKL por  48 horas ó con 
50 ng/ml100 durante 1,  7 ó  14 días. La inducción de la fusión de las CMNSP se 
realizó con polietilenglicol 1450 (PEG, Sigma), el cual se diluyó en PBS a una 
concentración de 50% (p/v), se esterilizó a 15 libras de psi, 121 °C por 15 
minutos y se almacenó en botellas ámbar.   
Para determinar la viabilidad de las CMNSP se utilizó el ensayo de reducción de 
MTT137 (3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-bromuro de difenil tetrazolio, Sigma). Este 
ensayo mide espectrofotométricamente la actividad de un grupo de enzimas 
mitocondriales, como la succinato reductasa (EC 1.3.99.1).  
La evaluación de la fragmentación nuclear se hizo con DAPI (Sigma), para ello, 
se preparó un “stock” a 5 mg/ml, se congeló y se utilizó a 1 µg/ml (p/v)33. 
10.4. Aislamiento de células mononucleares DE sangre periférica (CMNSP) 
y estimulación con fitohemaglutinina (PHA)  
Las CMNSP se aislaron siguiendo el procedimiento modificado del descrito por 
Böyum, (1968). Las muestras de sangre periférica de varios individuos normales  
(en promedio cinco) se mezclaron con una solución salina en una dilución 1:1, 
luego, las células fueron separadas, mediante centrifugación a 700 x g por 20 
minutos, en un gradiente de densidad Ficoll-Hypaque-1077105, después, se 
recolectaron las células mononucleares (linfocitos, células NK y monocitos) y se 
evaluó su integridad de membrana  con azul de Tripan al 4% (p/v), en cámara de 
Neubauer. 
Las células se cultivaron en DMEM, se estimularon con fitohemaglutinina–P  y 
en algunos casos no se estimularon con PHA-P. Del cultivo se recolectaron las 
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células en suspensión y adherentes; estas últimas se desprendieron con una 
solución de PBS - EDTA 1mM (p/v) por 10 minutos a 37 °C. Después que las 
células fueron recolectadas y centrifugadas a 1200 rpm durante 10 minutos1, se 
les realizó la evaluación de la integridad de la membrana con azul de Tripan.  
10.5.  Determinación de algunos marcadores poblacionales. 
La evaluación de marcadores poblacionales se realizó mediante citometría de 
flujo (FACS) 38; para lo cual, las CMNSP separadas por Ficoll se  fraccionaron en 
cinco grupos, cada uno con 102.660 células/ml y se estimularon de manera 
independiente con  0,  5,  10,  20 ó 30 µg/ml de PHA-P; al cabo de 24, 48 ó 72 
horas, las células de cada fracción fueron recolectadas y analizadas como se 
mencionó en el apartado 10.5. Luego, se tomaron 3 x 105 células/ml de cada 
grupo estimulado con PHA-P, se resuspendieron en 100 μl de solución filtrada 
de PBS con SFB al 1% (v/v) y se incubaron de manera independiente con los 
anticuerpos que se muestran en la Tabla 1, a 4 ºC por 40 minutos. Luego, las 
células se lavaron con 2 ml de PBS estéril con SFB al 1% y se centrifugaron a 
2200 rpm por 7 minutos a 4 ºC; después de descartar el sobrenadante, las 
células fueron resuspendidas en 300 μl de PBS estéril con 1% (p/v) de 
paraformaldehido 38.  
El análisis se realizó en un equipo Becton Dickinson, con un software versión 
CXP 22. Como control se utilizaron CMNSP estimuladas sin la adición de 
anticuerpos y no estimuladas con PHA-P. Cada ensayo fue realizado por 
duplicado.  
10.6. Estandarización del número de células y volumen de polietilenglicol 
(PEG) necesario para inducir la fusión celular. 
Para evaluar el número de células mononucleares y el volumen de PEG 
necesarios para inducir la fusión141 se siguieron  las recomendaciones de 
Campbell (1984); Hui (1999) y Knutton (1979), quienes indicaron que por cada  8 
a 10 x 105  células /ml  se  utilizan volúmenes de 40 a 50 µl para 
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concentraciones entre 34 y 50% de PEG  44, 139, 140, 141, 298. Los volúmenes de 
medio DMEM para diluir el PEG se determinaron a partir de lo reportado por 
Kräihling, H, 1981.  
 
Tabla 1: Anticuerpo utilizados en el ensayo con FACS.  
Origen Tipo 
Concentración 
(µg/ml) 
Antígeno que 
reconoce 
 
Conjugado 
 
Casa 
comercial 
Ratón IgG2b 
 
0.143  Células 
monocito/ 
macrófago 
CD14 
 Ficoeritrina 
 (PE) 
BD 
Biosciences 
 
Ratón 
 
IgG1 
 
 
0.0085   
 
Linfocitos T 
CD4 
ayudadores  
 
 Ficoeritrina 
 (PE) 
 
BD 
Biosciences 
 
Ratón 
 
IgG1 
 
 
0,025  
 
Linfocitos T 
CD8 
citotoxicos 
 
  PerCP 
 
BD 
Biosciences 
 
 
Ratón 
 
 
IgG1 
 
 
0.8  
 
Células 
mielomonocito/ 
Dendríticas 
CD13 
 
 Fluoresceína   
isotiocianato   
 (FITC) 
 
Santa Cruz 
 
Las CMNSP estimuladas con 30 µg/ml de PHA-P se fraccionaron en ocho 
grupos y se les trató con diferentes volúmenes de PEG  durante 5 minutos y con 
agitación suave ocasional; luego, se adicionaron los volúmenes de medio DMEM 
que se mencionan en la Tabla 2 1, 30, 44, 141; cada uno de estos volúmenes de 
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medio se adicionaron cinco veces, en intervalos de un minuto hasta completar 5 
minutos. Después de diluir el PEG, las células se centrifugaron por 7 minutos a 
1000 rpm y se lavaron dos veces con medio DMEM. Cada densidad celular 
tratada con PEG se resuspendió en 20 l de medio DMEM con 10% de SFB, 
luego, se sembraron sobre láminas de hueso cortical bovino o láminas de vidrio 
y se incubaron por 2 h a 37 °C. Después de este tiempo, cada lámina se lavó 
suavemente con  300 µl de medio y  se descartó este medio. Posteriormente, a 
cada lámina se le adicionó 350 µl de medio DMEM con 10% SFB y se incubó  a  
37 °C por 48 h. Los ensayos fueron realizados por duplicado. Como control se 
empleó el mismo número de células no tratadas con PEG.   
 
 
Tabla 2: Número de Células y volúmenes de PEG usados para inducir la fusión. 
Número 
CMNSP/ml 
Volumen (µl) 
de PEG 
1450 (50%) 
Volumen (µl) 
de DMEM para 
la primera 
dilución 
Volumen (µl) 
de DMEM para 
la segunda 
dilución 
Volumen (µl) 
de DMEM para 
la tercera  
dilución 
3.2 x 105 10 10 20 80 
4 x 105 15 10 20 80 
5 x 105 20 10 20 80 
6 x 105 25 20 60 120 
7 x 105 35 20 60 120 
8 x 105 50 40 80 160 
9 x 105 50 40 80 160 
10 x 105 50 40 80 160 
 
Una vez se estableció el número de células y el volumen de PEG requeridos 
para inducir la fusión celular, los siguientes ensayos en este proyecto se 
realizaron con 8 x 105 a 10 x 105 células/ml con 50 µl de PEG 1450 por 5 
minutos 1,  44, 140. La dilución del PEG se hizo como se menciona en la Tabla 2.  
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Los tiempos de incubación de las CMNSP tratadas con PEG y su grupo control 
(CMNSP sin PEG) variaron según el tipo de ensayo realizado como se 
mencionará para cada experimento.   
10.7.  Viabilidad de las CMNSP  
Para evaluar la viabilidad de las CMNSP antes y después del tratamiento con 
PEG  se realizó el método de reducción de MTT137, el análisis de integridad de 
membrana  con azul de Tripan y el análisis de la fragmentación nuclear con la 
tinción de DAPI 33.  
10.7.1.  Ensayo de MTT  
El procedimiento seguido fue una modificación, del descrito por Erl Wolfgang 
(1999). 
Al medio de cultivo donde están las CMNSP se adicionó  2 mg/ml de MTT 
(Sigma-Aldrich) en una relación 1:1. Luego, se incubaron a 37 °C por 4 horas. 
Después, el medio con MTT se recolectó por pipeteo y centrifugación; luego, los 
cristales de formazan se solubilizaron por 120 minutos a 18 -25° C,  bajo 
oscuridad  y agitación continua, usando una solución alcohólica ácida (0.04N 
HCl en isopropanol). Con esta técnica se evaluaron las CMNSP estimuladas con 
PHA-P, tratadas con PEG, sembradas o no sobre matriz ósea. 
Como control negativo de la actividad de la succinato reductasa se utilizó la 
absorbancia del lisado celular con MTT, esta lisis fue realizada por 10 minutos a  
37 °C con una solución de 100 mM PBS pH 7.2, 0.029% EDTA y 1% Tritón X-
100. Los blancos usados fueron  el buffer con Tritón x-100, la solución alcohol-
ácida y la solución de medio con 10 % de SFB sin MTT. Como absorbancia de 
referencia se  usó la correspondiente al medio con 10% de SFB y MTT, pero sin 
células. 
Los cristales de formazan disueltos fueron cuantificados a 555 nm, en un 
espectrofotómetro (Ultramark microplate Imaging System Board). La viabilidad 
fue expresa en densidad óptica (DO) de los cristales de formazan producidos por 
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las células.  Todos los ensayos se hicieron por triplicado y cada lectura fue 
realizada  cuatro veces. 
10.7.2. Azul de Tripan 
La visualización y conteo de las células que excluyen el azul de Tripan (4%, p/v) 
se llevo a cabo  con una relación 1:1 y en una cámara de Neubauer, para ello, 
se utilizó un microscopio de luz invertido marca Nikon E59. El porcentaje (%) de 
células viables se determinó así: 
 
Con esta técnica se evaluó la integridad de la membrana de las CMNSP 
estimulada con PHA-P, tratadas con PEG, sembrada o no sobre matriz ósea, de 
las CMNSP recién aisladas por Ficoll y  las CMNSP del grupo control (sin PEG).   
10.7.3.  Fragmentación nuclear.  
Para determinar la morfología nuclear, las CMNSP sembradas sobre láminas de 
hueso cortical bovino se fijaron con una solución de 4% de paraformaldehido y  
0.2% de glutaraldehido, luego se les adicionó 1µg/ml (p/v) de DAPI 33, por 5 
minutos a temperatura ambiente. Para retirar el colorante no unido, las láminas 
de hueso y láminas de vidrio se lavaron suavemente durante un minuto por ocho 
veces con la solución de PBS que contenía 50mM de NH4Cl. El análisis de los 
núcleos normales, fragmentados y/o condensados,  se evaluó con un 
microscopio Nikon Eclipse E51i.   
Este reactivo también se utilizó para identificar los núcleos de las células 
incubadas con anticuerpos contra marcadores de membrana, como se describirá 
más adelante.  
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10.8. Identificación del fenotipo policarión, marcadores 
osteoclastogénicos, proteinas cinasas c-Src, Syk  y el arreglo de actina en 
CMNSP tratadas con PEG. 
10.8.1. Tinción con Hoechst 
Para identificar el fenotipo policarión se utilizó Hoechst 3334233 (Sigma). Las 
CMNSP sembradas sobre lámina de vidrio y hueso cortical bovino e incubadas 
por 48 h se trataron con una solución al 3% de paraformaldehido por 20 minutos 
a 37 °C, luego, se hicieron cinco lavados posteriores usando una solución de 
PBS que contenía 50mM de NH4Cl; finalmente se adicionó 5 μg/ml (v/v) de 
Hoechst  33342 33 y se incubaron por 15 minutos a 37 °C en cámara húmeda. 
Para retirar el colorante no unido, las láminas de hueso y láminas de vidrio se 
lavaron suavemente ocho veces, por un minuto cada vez, con la solución de 
PBS que contenía 50mM de NH4Cl. La tinción con Hoechst se evaluó con un 
microscopio Nikon Eclipse E51i.  
10.8.2.  Inmunofluorescencia directa e indirecta. 
Para determinar si las CMNSP tratadas con PEG expresaban la glicoproteína 
aminopeptidasa CD13 133, 212 se hizo una  inmunofluorescencia directa, 
siguiendo el método modificado de Nesbitt y Horton (2003). Las células tratadas 
con PEG sembradas en hueso cortical bovino por 1, 7 ó 14 días se fijaron a 4 °C 
durante 30 minutos con una solución modificada de Luxenburg (2006), la cual 
contenía paraformaldehido al 4% y 0.2% de glutaraldehido. Luego, se lavaron 
cuatro veces a 4 °C  por cuatro horas bajo agitación, con una solución 
amortiguadora de fosfatos, pH 7.2, con 0.05% de azida de sodio y  50 mM de 
NH4Cl 8, 61. Posteriormente, se permeabilizaron a 4 °C por 30  minutos con una 
solución de 80 mM Buffer HEPES, pH 7.2,  300 mM de sacarosa,  50 mM de 
NaCl, 5 mM de MgCl .6H2O y 0.1% de Tritón-X 100. Luego, estas células se 
bloquearon a 4 ° C durante toda la noche con 8% de albúmina de suero bovino 
(BSA), en PBS con 0.05% de azida de sodio y 50 mM de NH4Cl. Finalmente, se 
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incubaron a 4 °C  por 40 minutos con un anticuerpo anti-CD13 conjugado con 
FITC (Tabla 3).  Los lavados se realizaron bajo agitación en cinco ocasiones con 
una solución fría de PBS con 0.05% de azida de sodio y 50 mM de NH4Cl. Estos 
ensayos se realizaron por duplicado. 
Para determinar en las CMNSP tratadas con PEG, la expresión de los 
marcadores osteoclastogénicos: anhidrasa carbónica II (CA II), la subunidad C1 
de la ATPasa Vacuolar H+ VI (ATPC1), catepsina K (CK), receptor de calcitonina 
(RC), la subunidad β3 de la integrina αvβ3 (IB3) y el receptor RANK (R), se 
realizó una inmunofluorescencia indirecta33  siguiendo el método modificado de 
Mika (2003). 
En este caso, las CMNSP estimuladas por 72 h con PHA-P y tratadas con PEG 
se sembraron en matriz ósea y se incubaron durante 1, 7 ó 14 días. Al final de 
estos tiempos de incubación, las células se fijaron a 4 °C por 30 minutos con 
paraformaldehido al 4% y 0.2% de glutaraldehido y se permeabilizaron con una 
solución de 0.1% de saponina, 80 mM Buffer HEPES, 50 mM de NH4Cl 8,61. 
Luego, se incubaron a 37 ° C por 40 minutos con los anticuerpos señalados en 
la Tabla 3. Se lavaron cinco veces con PBS que contenía 0.05% de azida y 50 
mM de NH4Cl. Se incubaron a 4 °C durante 60 minutos con los anticuerpos 
secundarios policlonales señalados en la Tabla 3. El grupo control (CMNSP sin 
PEG) se incubó con los mismos anticuerpos. Estos ensayos se realizaron por 
cuadruplicado. 
Para evaluar la localización celular de las cinasas c-Src y Syk  se realizó una 
inmunofluorescencia indirecta siguiendo el método modificado de Nesbitt y 
Horton (2003): las CMNSP tratadas con PEG sembradas en láminas de hueso e 
incubadas durante 1,  7  ó  14 días se fijaron con paraformaldehido al 4% y  se 
permeabilizaron con 0.1% de saponina en 80 mM Buffer HEPES, 50 mM de 
NH4Cl 8,61, luego, se bloquearon a  4 °C por 60 minutos con BSA al 3%. 
Después, se incubaron a 37 ºC por 40 minutos con un anti- c-Src (Tabla 3). Para 
disminuir el ruido de fondo fue necesario bloquear nuevamente a 37 °C por 60 
minutos con BSA  al 1%. Posteriormente, se adicionó el anticuerpo secundario 
conjugado con FITC (Tabla 3) y se incubó  a 4 ° C por 40 min. De nuevo, se 
57 
 
bloquearon a 4°C durante toda la noche con  BSA al 1%, luego, se adicionó el 
anticuerpo anti-Syk (Tabla 3), el cual se incubó a 37 ° C  durante 60 min. 
Finalmente, se lavaron y se incubaron a 4 °C  por 40 minutos con  el anticuerpo 
secundario conjugado con “rhodamine” (Tabla 3). Cada ensayo se realizó  por 
duplicado. 
Para evaluar la distribución de actina en las CMNSP, se siguió el procedimiento 
descrito por Destaing (2001), con las siguientes algunas modificaciones. Las 
CMNSP fueron lavadas dos veces a 37 °C con medio DMEM33, se 
permeabilizaron a 4 °C  durante 30 minutos con una solución de 0.1% de 
saponina en 80 mM Buffer HEPES, 300 mM de sacarosa, 50 mM de NaCl, 5 mM 
de MgCl .6H2O 33 y se bloquearon  a 4° C  durante toda la noche con 8% de 
BSA.  Luego, se incubaron a 37 °C  por 40 minutos con un anticuerpo contra- 
actina100 (Tabla 3).  Después, se bloquearon con 8%  de BSA, durante 60 
minutos. Posteriormente, se realizó una incubación a 4 °C por 40 minutos con un 
anticuerpo secundario conjugado con FITC ó  conjugado con “rhodamine”32 
(Tabla 3).  Los ensayos fueron llevados a cabo por cuadruplicado. 
La fluorescencia se evaluó con un microscopio Nikon Eclipse 50i, equipado con 
un software de fotografía de detección de fluorescencia ACT-U2 (Nikon 
corporation). Para cada anticuerpo primario usado en el método de 
inmunofluorescencia, se llevó a cabo controles de isotipo señalados en la Tabla 
4. 
10.8.3. Electroforesis SDS-PAGE  e inmunoblot. 
La expresión de c-Src y Syk se realizó por inmunoblot, para lo cual se siguió la 
metodología  descrita por Decker (2002), con algunas modificaciones. Las 
CMNSP tratadas con PEG, sembradas en matriz ósea e incubadas por 1, 7 y 14 
días se lavaron con 100 mM PBS frío; luego se sumergieron en 400 µl del buffer 
de lisis HNTG (Hepes 50 mM, pH 7.4, NaCl 150mM, EDTA 1mM, NaF 10 mM, 
MgCl2 6 H2O 1.5mM, pirofosfato de sodio 10 mM, glicerol 10%, Tritón x-100 al 
1%, sarcosil al 0.1%, ortovanadato de sodio 0.2mM y PMSF 2mM). 
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Tabla 3: Anticuerpo utilizados en el ensayo de fluorescencia.  
Origen Tipo Concentración (µg/ml) 
Antígeno que 
reconoce 
Fluorógeno 
conjugado 
Casa 
comercial 
Ratón IgG1 0.2 
Células mielomonocito/ 
Dendríticas CD13 
 
Fluoresceína 
isotiocianato 
(FITC) 
Santa Cruz 
Ratón IgG1 0.5 
Dominio SH2-1 y SH2-
2 de Syk -- AbD Serotec 
Ratón IgG1 
1:250 
(líquido ascítico) Actina -- 
 
Donado Lab. 
Dr Carlos 
Arias (UNAM, 
México) 
Conejo IgG 0.2 
Residuos de 
aminoácidos 191 a 260 
de la anhidrasa 
carbónica II. 
-- Santa Cruz 
Conejo IgG 0.2 Sub unidad C1 de la ATPasa vacuolar -- Santa Cruz 
Conejo IgG 0.2 
Residuos de 
aminoácidos 191 a 240 
de la catepsina K. 
-- Santa Cruz 
Conejo IgG 0.2 Carboxi terminal del receptor de Calcitonina. -- Santa Cruz 
Conejo IgG 1 Dominio SH3 de c-Src -- eBioscience 
Cabra IgG 0.2 Sub-unidad Integrina 3 -- Santa Cruz 
Cabra IgG 0.02 
Dominio extracelular 
del receptor rhRANK 
derivado de NSO 
-- BD Biosciences 
Asno IgG 0.25 anti- ratón FITC Santa cruz 
Asno IgG 0.5 anti- ratón “rhodamine” Santa cruz 
Asno IgG 0.25 Anti-conejo FITC Santa cruz 
Asno IgG 0.25 anti- cabra FITC Santa cruz 
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Estas láminas permanecieron a 4 °C por 8 h bajo agitación continua y se 
recolectó el lisado celular de cada lámina de hueso.  
Luego, se realizó una sonicación a 10 amplitudes durante 1 minuto en un equipo 
Branson Digital Sonifier (Biosystem). El sobrenadante se clarificó por 
centrifugación a 12000 rpm a 4 °C durante 10 minutos. 
La cuantificación de la proteína total en cada lisado celular se realizó a λ 280 nm, 
en un equipo NanoDrop (Thermo Scientific 2000c), utilizando un patrón estándar 
de  2mg/ml de BSA. 30 µg/ml de proteína total de cada lisado se mezcló con 
buffer Leammli, luego fueron hervidas por 5 minutos; esta concentración de 
proteína total fue cargada por bolsillo en un SDS/PAGE al 12%. 
Tabla 4: Controles isotipo 
Antígeno que 
reconoce Tipo 
Concentración
(µg/ml) 
Control isotipo para 
los anticuerpos 
Casa 
comercial 
Monoclonal 
contra 
neurofilamentos 
200k Ab-1 
 
IgG1 
 
0.2 
Monoclonal anti-actina, 
anti- Syk y  anti- CD13 
Oncogene 
Science 
 
Suero de cabra 
 
IgG 
 
1 
Policlonal generado 
en cabra anti-IB3 y 
anti-RANK 
Generado en 
nuestro lab 
 
Inmonoglobulinas 
de conejo 
 
IgG 
 
0.4 
Policlonal generado en 
conejo anti-CAII, anti-
ATPC1, anti-CK, anti-RC 
y anti-c-Src 
DAKOPATTS
 
La electroforesis se realizó con un voltaje constante a 20 mA, después se 
transfirió a una membrana de PVF,  a 32 mA corriente constante por 2 horas, 
usando buffer de transferencia CAPS 100mM y metanol al 10%.  
La transferencia se constató con rojo Ponceau, luego, cada membrana se lavó 
cinco veces con PBS y se bloqueó a 37 °C por una hora con 2 % de leche 
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descremada/TBS34 (50mM Tris HCl, pH 7.5, 150mM de NaCl). Una  membrana 
se incubó a 4 °C por toda la noche, con 0.8 μg/ml de un anticuerpo policlonal 
generado en conejo IgG  anti- c-Src. Luego de tres lavados con PBS y una vez 
con PBS-Tween 20 (0.05%) se incubó a temperatura ambiente durante 1 hora  
con 0.2 μg/ml del anticuerpo generado en  asno anti-conejo IgG conjugado con 
biotina y se lavó con PBS. De nuevo, se incubó por 30 minutos con 1µg/ml de 
estreptavidina acoplada a peroxidasa (Vector Labs) junto con 2 μg/ml del 
anticuerpo generado en  asno  contra conejo IgG conjugado a HRP.  
Los revelados se realizaron por quimioluminiscencia (ECL)36  y posteriormente 
con solución amino-etil-carbazol 50mM en buffer acetato de sodio pH 5.0 y  
0.04% de  H2O21.  
Una vez la membrana se revelo y fotografió, se le retiraron los anticuerpos, para 
ello, la membrana se sumergió en un buffer que contenía 2% de SDS, 62,5 mM 
de Tris-HCl pH 6.8, 100mM de β-mercaptoetanol, por 60 minutos a 55 °C, bajo 
agitación continua. Después, de lavar la membrana cinco veces con PBS-Tween 
20 al 0.05%, por 25 minutos se procedió a bloquear con 2% de leche 
descremada/TBS por 1 h a 37 °C. Esta membrana se incubó a 4 °C con 0.025 
μg/ml de un anticuerpo primario  monoclonal de ratón IgG1 anti-Syk, toda la 
noche y se lavó con PBS-Tween 20. Después, la membrana se incubó a 
temperatura ambiente por 120 minutos con  0.2 μg/ml de un anticuerpo anti-
ratón IgG conjugado a HRP. Por último, la membrana se lavo cuatro veces con 
PBS pH 7.2 y una vez con PBS-Tween 20, cada lavado se realizó durante 25 
minutos. El revelado se hizó primero por ECL y después con la solución amino-
etil-carbazol 50mM. 
Como control de la expresión de estas proteínas se usaron los lisados de: las 
CMNSP no cultivadas, las CMNSP adheridas a plástico estimuladas con PHA 
por 72 horas, las CMNSP en suspensión  estimuladas con PHA por 72 horas, las 
CMNSP no estimuladas con PHA por 72 horas, las CMNSP estimuladas con 
PHA tratadas con PEG pero no sembradas en matriz ósea y las CMNSP 
estimuladas con PHA sin PEG. Cada ensayo se realizó por duplicado. 
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10.8.4. Co-inmunoprecipitación 
La posible asociación de las proteínas cinasas c-Src y Syk en CMNSP tratadas 
con PEG y sembradas en matriz ósea se evaluó por co-Inmunoprecipitación (co-
IP) utilizando los lisados celulares obtenidos con el buffer HNTG, como ya 
describió anteriormente; para ello, se tomaron 500 μg/ml de proteína, de cada 
tiempo de adherencia a hueso. Estos lisados se incubaron a    4 °C  durante toda 
la noche bajo agitación continua con 5 μg/ml de un anticuerpo generado en 
conejo anti c-Src o el anticuerpo monoclonal IgG1 anti Syk. Luego, a esta 
mezcla de proteína con anticuerpo se le adicionó la proteína A/G agarosa,  se 
incubaron  a temperatura ambiente por 40 minutos, bajo agitación. Las proteínas 
inmunoprecipitadas (IP) se lavaron tres  veces con PBS y dos veces con el 
buffer de lisis, centrifugándolas en cada lavado a 2100 rpm por 10 minutos. 
A las proteínas IP se les adicionó buffer Leammli y se hirvieron durante 5 
minutos. Las proteínas se separaron en geles de SDS-PAGE al 12% 37 
adicionando  50 µg/ml por bolsillo. El gel fue transferido a una membrana PVF, 
como se describió arriba.  La  membrana se incubó  a 37 °C por 1 h con 0.025 
μg/ml del anticuerpo monoclonal anti-Syk o  con el anticuerpo generado en 
conejo anti- c-Src. Luego, se lavó con PBS y PBS-Tween 20 al 0.05% y se 
incubó con un anticuerpo secundario anti-ratón IgG conjugado con HRP o anti-
conejo IgG conjugado a HRP. El revelado se hizo por ECL y con la solución de 
amino-etil-carbazol descrita arriba1 
Para evaluar la fosforilación de las cinasas Src y Syk se retiraron de las 
membranas los anticuerpos con una solución buffer de 2% SDS, 62,5 mM de 
Tris-HCl pH 6.8 y 100mM de β-mercaptoetanol, luego, se lavaron cinco veces 
con PBS-Tween 20  al 0.05% y se incubaron a 37°C por 40 minutos con 0.2 
μg/ml del anticuerpo  monoclonal anti fosfo-tirosina (PY20). Las bandas  se 
revelaron con la solución de amino-etil-carbazol, antes mencionada. 
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10.8.5. Citoquímica  
Este procedimiento fue realizado según la metodología descrita por  Murillo, A,  
2005. Las CMNSP fueron fijadas con 4% de paraformaldehido y 0,02% de 
glutaraldehido,  permeabilizadas con 0.1% de saponina, se incubaron con una 
solución compuesta por: buffer veronal que contenía barbitona de sodio (ácido 
barbitúrico al 0.53%  y 1.1% de NaOH)  y  3.84% de acetato de sodio. A este 
buffer veronal se le adicionó 2,8 mg/ ml de tartrato de sodio-potasio, luego, se 
agregó una solución formada por 4% de pararrosanilina hexasotizada y 4% de 
nitrito de sodio. Después, se adicionó 0.0126% de  naftol fosfato MX-ASB1 
(Sigma-Aldrich), usado como sustrato de la enzima TRAP. A esta solución se le 
ajustó el pH a 4.3 +/- 0.2. Cada lámina fue incubada con 300 µl de esta solución 
a 37 ° C durante 2 h. Después, se realizó una contra-coloración por 30 segundos 
con 20 µl de hematoxilina según Mayer, el colorante no unido se lavó por 7 
minutos bajo agitación con una solución de alcohol-ácido, que contenía etanol, 
agua destilada y ácido acético glacial en una relación 70: 29: 1 (v:v) y finalmente 
se hizo  un solo lavado con agua destilada. Estas láminas se dejaron secar a 
temperatura ambiente.  
La evaluación de las células multinucleares TRAP positivas fue realizada 
siguiendo un muestreo aleatorio en forma de W, evaluando siete campos 
representativos de toda la lámina. Para esto se fotografiaron los campos con una 
cámara Nikon DXM1200 adaptada a un microscopio Nikon Eclipse E600 de 
Nikon. 
El número de células multinucleares con actividad de la enzima fosfatasa ácido 
resistente a tartrato (TRAP +) se calculo así: 
 
 
En donde: 
El número de células totales es igual al número de células mononucleares, más 
el número de células multinucleares TRAP (positivas o negativas). 
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10.9. Evaluacion de la morfología celular y lagunas de resorción.  
Mediante la microscopia electrónica de barrido o escaneo (SEM) se determinó si 
las CMNSP tratadas con PEG sembradas en matriz ósea presentan algunas 
características de las células similares a osteoclastos como es el borde en 
cepillo “ruffle”, filipodios y forman  lagunas de resorción.  
El procedimiento seguido fue una modificación, del descrito por Tehrani y 
colaboradores (2006). Las CMNSP sembradas en láminas de hueso cortical 
bovino  e incubadas por 1, 7 ó 14 días, se lavaron con buffer fosfato 100mM pH 
7.2 y se fijaron durante 3 horas a temperatura ambiente con una solución de 
PBS 8.9 mM, pH 7,2, 2,5 mM MgCl2. 6H2O y 2,5% de glutaraldehido. 
Posteriormente, se lavaron con buffer fosfato 100mM pH 7,2 y se trataron con 
1% de tetraóxido de osmio (OsO4, Sigma Aldrich)  a temperatura ambiente por 
1h. Luego, se sumergieron dos veces en agua destilada durante 10 minutos y se 
deshidrataron a temperatura ambiente con una serie de concentraciones de la 
solución de etil-alcohol (25, 50, 70, 80 y 100%), cada concentración fue 
adicionada cada 10 minutos. Las láminas se secaron al vacío por 8 horas y se 
colocaron sobre  grafito. Finalmente se cubrieron con 30 nm de oro coloidal. Las 
láminas fueron observadas en un microscopio Fei modelo Quanta 200, alto 
vacio, con magnificaciones de 500, 1000, 5000, 4000, 20000 y 30000X.  
10.10.  Actividad resortiva en CMNSP tratadas con PEG. 
Para evaluar la actividad resortiva se hizo una cuantificación de las áreas de 
resorción en las láminas de hueso cortical bovino, de cada uno de los 
procedimientos efectuados en este proyecto, siguiendo la metodología descrita 
por Miyasaka y colaboradores (2006), con las siguientes modificaciones:   
Después de la evaluación del número de células multinucleares con actividad 
TRAP, las células fueron lisadas con una solución de NaOCl al 6% y 5.2% de 
NaCl 39, bajo agitación continua por 15 minutos. Las láminas se lavaron cinco 
veces con agua destilada, bajo agitación. Luego, estas láminas fueron 
coloreadas con azul de Commassie por 5 minutos y dos veces enjuagadas por 1 
minuto con una solución de metanol, ácido acético y agua, en una relación de 
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50:5:45 (v/v). Finalmente, las láminas fueron sumergidas por 20 segundos en 
agua destilada, bajo agitación.  
Las áreas de resorción fueron determinadas en un microscopio eclipse E600 de 
Nikon con una cámara Nikon DXM1200, fotografiándose siete campos 
representativos de toda la lámina, siguiendo un muestreo aleatorio en forma de 
W, finalmente se visualizaron estos campos fotografiados en un software ACT-1 
para DXM 1200 y DXM 1200F de Nikon.  
Con el objeto de analizar las áreas “deprimidas” o con deformaciones, 
depresiones o áreas que pudieran ser similares a las áreas de resorción, 
obtenidas con las CMNSP se utilizaron dos controles de superficie ósea: láminas 
de hueso tratadas con la solución de NaOCl y las láminas de hueso sin tratar 
con esta solución. Ninguno de estos dos controles fueron incubados con 
CMNSP.  
La actividad resortiva fue dada en porcentaje (%) del área de resorción así: 
 
Primero, se cuantificaron las “áreas semejantes a resorción” en las láminas 
control. Segundo, para determinar el área de resorción real  se restó el área de 
resorción formada por las CMNSP con el “área semejante a resorción” de las 
láminas control. El valor encontrado se dividió por el  área total evaluada, es 
decir el área de los siete campos de muestreo (sin y con resorción). Lo anterior 
corresponde a la siguiente ecuación: 
 
En donde:  
A = área de resorción en mm2 hallada en las láminas sembradas con CMNSP 
B = “área semejante a resorción” en mm2  cuantificada en  las láminas control 
C = área total evaluada en mm2  (con y sin resorción) 
 
 
65 
 
11. Análisis estadístico 
Los análisis estadísticos de los resultados se realizaron por la comparación de 
las medias y sus errores estándar (ES). Además se hizo un análisis de ANOVA 
univariante, cuando fue pertinente se realizó una prueba de Tukey y una de 
Games Howell, utilizando el paquete estadístico SPSS 17, como se muestra en 
el anexo 2. La diferencia estadísticamente significativa se consideró con un p 
valor   0.05. 
Las micrografías de inmunofluorescencia, de las células mono y multinucleares 
TRAP (positivas o negativas), de la microscopia electrónica de barrido  y las 
usadas para la  determinación de las áreas de resorción (en cm),  se procesaron 
digitalmente en el software ImageJ 1.4 del “National Institute of Health” de 
EE.UU, enlace: URL: http://rsbweb.nih.gov. 
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12. RESULTADOS 
12.1. Determinación de marcadores poblacionales en CMNSP.  
Para determinar el porcentaje de linfocitos T, células monocito/macrófago y 
células mielomonocito/dendrítica se utilizaron anticuerpos contra marcadores 
específicos de CD4, CD8, CD14 y CD13 respectivamente. La presencia del 
antígeno de superficie se evaluó mediante  FACS.  En los cultivos estimulados 
con 30 μg/ml PHA-P se encontró que el 44.96% correspondían a los linfocitos T 
CD4+, 6.4% eran monocitos CD14+ y 5.17% eran mielomonocito/dendríticas 
CD13+  (Figura 4A). En el cultivo control, el 0.49% correspondían a  monocitos 
CD14+ y 2.10 % eran células mielomonocito/dendríticas CD13+ (Figura 4A) 
mientras, que la  población de linfocitos T CD4+ se mostró con un porcentaje 
similar al encontrado en las CMNSP estimuladas con PHA-P. Sin embargo, en 
las CMNSP estimuladas con PHA-P  y en el control no se presentaron linfocitos 
T CD8+ (Figura 4A). 
Cuando se evaluó la doble expresión de los antígenos de superficie celular CD4 
y CD13  o  CD4 y CD8,  se encontró que 1.46% eran células CD4+CD13+ (Figura 
4B) y 39.35% eran linfocitos T CD4+CD8- (Figura 4B). Estos porcentajes fueron 
similares en las CMNSP control (Figura 4B).  Los anteriores porcentajes 
poblacionales fueron similares a los encontrados en los cultivos de CMNSP 
estimulados con diferentes concentraciones de PHA-P (5, 10, 20, datos no 
mostrados). 
12.2. Determinación del número de CMNSP estimuladas con PHA-P durante 
diferentes tiempos  
Para explorar si se obtiene un número diferente de CMNSP cuando se realiza la 
estimulación en diferentes tiempos y concentraciones de PHA, se tomaron 
102.600 CMNSP/ml y se estimularon de manera independiente con 5, 10, 20 ó  
30 μg/ml de PHA-P, luego, cada grupo se incubó por 24, 48 ó 72 horas (Figura 
4C). El número de CMNSP/ml obtenido se muestra en la Tabla 5.   
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Figura 4. Marcadores poblacionales en las CMNSP estimuladas con 
fitohemaglutinina (PHA). Las  CMNSP recién extraídas con Ficoll  fueron 
estimuladas con 30 μg/ml de PHA-P, durante  24,  48  y 72 hs de cultivo. Luego,  
40 x 40 x 
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Figura 4. Continuación.... 
por FACS se determinaron los antígenos de superficie para linfocitos T CD4, 
CD8, mielomonocito/dendríticas CD13 y monocitos CD14. Los ensayos se 
realizaron con 30 x 105 CMNSP/ml estimuladas con PHA-P y con los anticuerpos 
monoclonales conjugados con los fluorógenos: CD4-PE, CD8-PerCP, CD13-
FITC y CD14-PE. El número de células y el porcentaje de células viables 
después de la estimulación con PHA-P se determinó con azul de Tripan (1:1, 
v/v). Como control  se utilizaron las CMNSP no estimuladas con PHA-P. (A) 
porcentajes poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8-, mielomonocito/dendríticas 
CD13+ y monocitos CD14+. (B) poblaciones celulares con doble marcaje  
CD4+CD8- o CD4+ CD13+. (C) número de CMNSP estimuladas con PHA durante 
24, 48 y 72 hs. (D, a y b) morfología de las CMNSP con PHA durante 48 hs. 
Aumento de 40x. 
El número de células obtenido para cada uno de los tiempos de estimulación con 
PHA  presentó  una diferencia estadísticamente significativa, cuando se 
compararon con los respectivos tiempos en el cultivo control (prueba de Tukey, p 
= 0.015, siguiendo los pasos que se muestran en el anexo 1).  
Tabla 5. Número de CMNSP obtenidas después de diferentes tiempos de estimulación. 
Tiempo (hs) de estimulo con PHA-P CMNSP/ml con 30 μg/ml CMNSP 
control 
24 6  x 105 1.2 x 105 
48 23 x 105 15 x 105 
72 32 x 105 23 x 105 
 
También, se encontraron diferencias estadísticas entre los tres tiempos de 
estimulación con PHA (prueba de Tukey, p = 0.01 y prueba de Games Howell, p 
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= 0.05). Mientras, que entre los diferentes días de incubación del cultivo control, 
no se observó esta diferencia significativa (prueba de Tukey,  p = 1.0). 
Lo anterior  indica que existe un aumento en el número de CMNSP en el tiempo 
y se obtiene un mayor número de células  cuando se estimulan con PHA-P 
(Figura 4C).  
Al estimular las CMNSP con diferentes concentraciones de PHA-P (5, 10, 20 ó 
30 μg/ml) no se presentaron diferencias significativas entre si (ANOVA, p= 
0.168) o cuando se compararon con el número de CMNSP del cultivo control 
(dato no mostrado); sugiriendo que las concentraciones de PHA-P no son 
importantes en la proliferación de CMNSP. Sin embargo, preferimos utilizar el 
cultivo estimulado por 72 horas con 30 μg/ml de PHA-P. 
Respecto, a la morfología celular, en el cultivo control las células permanecieron 
individuales, tanto en suspensión como adheridas, sin la formación de rosetas 
celulares. En cambio, las estimuladas formaron rosetas y se ubicaban sobre las 
células adheridas al plástico, cuando se analizaron a las 48 horas de incubación 
(Figura 4D, a y b).  
12.3. Viabilidad de las CMNSP 
Se evaluó la viabilidad de CMNSP incubadas durante periodos cortos (24, 48 y 
72 hs) y por  periodos largos (1, 7 o 14 días).  
La viabilidad evaluada con azul de Tripan para las CMNSP estimuladas con PHA 
por un periodo corto fue del 93% y para el control fue de 97% (Figura 5A). No se 
presentó una diferencia significativa, entre los tiempos cortos de las CMNSP 
estimuladas con PHA-P, ni entre los tiempos del cultivo control (p = 0.986,  p = 
0.890, respectivamente) sugiriendo, que el tiempo de cultivo no afecta la 
viabilidad.   
Al analizar con azul de Tripan, el efecto del tratamiento con PEG en la viabilidad 
de las CMNSP estimuladas con PHA-P sin cultivar, no se encontró una 
diferencia significativa comparada con los controles (CMNSP recién extraídas 
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con Ficoll o CMNSP estimuladas con 30 μg/ml de PHA-P sin tratamiento con 
PEG, Figura 5B), indicando que el tratamiento con PEG o la separación por 
Ficoll no afectan la viabilidad celular (prueba de Tukey, valor de p = 0.130). 
Cuando se evaluó con MTT la viabilidad de las CMNSP estimuladas con PHA y 
tratadas con PEG sin sembrar en hueso, se encontró que estas CMNSP tratadas 
con PEG  presentaron una DO de 0.128, mientras que las CMNSP estimuladas 
con PHA sin PEG (grupo control) tuvieron una DO de 0.126 (Figura 5C); 
además, no se  encontró una diferencia significativa entre  estos dos cultivos 
(prueba de Tukey, valor de p = 0.653), sugiriendo que el PEG no afecta la 
viabilidad celular. Los DO que se muestran resultan de restar al grupo 
experimental (células tratadas con PEG)  las absorbancias de los controles.  
Al examinar con MTT la viabilidad de las CMNSP estimuladas con PHA y 
tratadas con PEG cultivadas sobre hueso durante periodos largos, se encontró 
que las CMNSP presentaron DO de 0.276, 0.245, 0.1965, 0.1211, para 0, 1, 7 y 
14 días, respectivamente (Figura 5D). Sin embargo, no se presentaron 
diferencias significativas cuando se compararon las CMNSP de 0, 1 y 7 días 
adheridas a hueso (prueba de Tukey, p= 0.99), pero, si se encontraron 
diferencias significativas cuando se comparan estos tiempos con el día 14 
(prueba de Tukey, p= 0.004, 0.006 y 0.008, respectivamente) sugiriendo que la 
viabilidad decae después de siete días en las CMNSP estimuladas con PHA y 
tratadas con PEG.  Para el grupo control (CMNSP estimuladas con PHA y sin 
PEG) la DO fue de0.25, 0.25, 0.21 y 0.1036, respectivamente (Figura 5D), sin 
presentarse diferencias significativas entre ellas (prueba de Tukey, p = 0.397). 
Al comparar los valores de OD en CMNSP tratadas con PEG desprendidas de 
hueso (0.337, 0.1795, 0.1605, 0.1075 para 0, 1, 7 y 14 días respectivamente, 
Figura 5D) y con el grupo control (CMNSP desprendidas sin PEG con DO de 
0.32, 0.1765, 0.19 y 0.1645, Figura 5D) no se presentaron diferencias 
significativas (prueba de Tukey, p= 0.353); sugiriendo que el PEG no altera la 
viabilidad de las CMNSP no adheridas o adheridas. 
Dado que los valores obtenidos en el tiempo cero entre CMNSP tratadas con 
PEG adheridas (DO de 0.276) es menor respecto a las CMNSP desprendidas 
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con PEG (DO de 0.337), se sugiere que las 2 horas de incubación con el 
hueso(tiempo cero), no son suficientes para obtener un buen número de células 
adheridas (Figura 5D). Al hacer la misma comparación entre los demás valores, 
la relación es inversa, esto sugiere que la viabilidad esta relacionada con la 
adherencia.  
Al examinar la fragmentación nuclear de CMNSP cultivadas durante 24 horas, se 
observó que un 12% de las CMNSP tratadas con PEG presentaron  
fragmentación nuclear cuando se sembraron en vidrio y del 20% en hueso, 
mientras que los grupos control presentaron un 5% de fragmentación nuclear. 
Esto sugiere que la fusión celular con PEG está relacionada con 
aproximadamente con un 15% de apoptosis (núcleos fragmentados) en las 
CMNSP tratadas con PEG sembradas en hueso.  
Mientras que la fragmentación nuclear en las CMNSP tratadas con PEG y 
sembradas sobre hueso durante 0, 1, 7 ó 14 días, mostró un aumento en el día  
7 y 14, respecto al primer día de incubación (Figura 5F), sugiriendo que el 
número de células que entran en apoptosis aumenta con los días de cultivo. Los 
controles no presentaron fragmentación nuclear (Figura 5F).  
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Figura 5. Viabilidad de las CMNSP.  CMNSP separadas por Ficoll se 
estimularon con PHA por 24, 48 ó 72 hs. Luego, 8 x 105 CMNSP/ml  fueron trata- 
A B C
F 
D E
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Figura 5. Continuación… 
das con PEG no se sembraron en hueso; otras si se sembraron sobre hueso por 
1, 7 ó 14 días. La evaluación de la viabilidad se realizó con azul de Tripan (1:1 
v/v), MTT (2mg/ml) o DAPI (1µg/ml) en cada uno de los ensayos; Para DAPI, se 
fijaron con paraformaldehido (4%) y glutaraldehido (0.2%), se permeabilizaron 
con saponina (0.1 %) y se colorearon. Para MTT, a 150 µl del medio de cultivo 
se adicionó 150 µl de MTT, se incubó por 2 hs a 37 °C; los cristales formados se 
leyeron a 550 nm. Como control negativo y absorbancia de referencia se 
utilizaron las células lisadas de hueso con 1% Triton X-100, 0.029% de EDTA  y  
el medio de cultivo con MTT, respectivamente. (A) CMNSP viables después del 
estímulo con PHA-P. (B) viabilidad de las CMNSP no cultivadas, de las células 
estimuladas con PHA-P tratadas con PEG y de las CMNSP sin PEG (control) no 
sembradas. (C) DO de los cristales de formazan obtenidos por las CMNSP 
estimuladas con PHA-P tratadas con PEG y su control, no sembradas. (D) DO 
de los cristales de formazan obtenidos por las CMNSP tratadas con PEG en 
hueso, con sus respectivas diferencias estadísticas significativas y (E) por las 
CMNSP desprendidas de hueso. Los resultados son la media +/- error (ES) de 
tres experimentos, valor de p  0.05. (F) Núcleos fragmentados de las CMNSP 
con PEG y su control.  
12.4. Correlación entre el número de cMNSP y el volumen de 
polietilenglicol con la actividad resortiva y el fenotipo policarion. 
Para determinar si hay diferencias en la actividad resortiva de CMNSP tratadas 
con diferentes volúmenes de PEG, se hicieron ocho grupos experimentales, 
como se muestra en la Tabla 6. 
La actividad resortiva en estos grupos experimentales fue evaluada después de 
retirar las células y colorear las láminas de hueso con Coommassie39. Entre los 
diferentes grupos de CMNSP con PEG frente a sus respectivos grupos control 
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se encontraron diferencias estadísticamente significativas (ANOVA y prueba de 
Tukey, p = 0.01).  
El mayor porcentaje de área de resorción fue del 28% para el grupo de  8 x 105 
CMNSP/ml; mientras que su grupo  control (con el mismo número de células) 
tuvo un 12% (Figura 6A). Este mismo grupo, presentó una diferencia significativa 
con los grupos de menos de 7 x 105 CMNSP/ml (prueba de Tukey, p = 0.017). 
Tabla 6. Correlación entre el número de CMNSP y volumen de PEG para inducir 
la fusión. 
Número 
CMNSP/ml 
3.2 x105 4 x105 5 x105 6 x105 7 x105 8 x105
9 
x105 
10 x105
PEG 1450 
(µl) 10 15 20 25 35 50 50 50 
 No se presentaron diferencias entre los grupos experimentales con 
concentraciones celulares de 8 x 105, 9 x 105  y 10 x 105 CMNSP/ml (prueba de 
Tukey, p = 0.55, 0.188  y 0.966, respectivamente). 
Al comparar los resultados entre los grupos menores a 8 x 105 CMNSP/ml, no se 
encontró una diferencia significativa (prueba de Tukey, p = 0.244).  Cuando se 
compararon los resultados obtenidos entre los grupos control con más de 8 x 105 
CMNSP/ml y los grupos con menos de 7 x 105  CMNSP/ml respecto a su 
actividad resortiva presentaron una diferencia significativa (valor de p = 0.02) 
entre el 5 y 10% (Figura 6A).  
Esto sugiere que las CMNSP no tratadas con PEG, cuando se concentran en un 
número crítico (8 x 105 CMNSP/ml) pueden tener actividad resortiva; aunque, 
estas células sin PEG no presentan una actividad resortiva tan alta como la 
realizada por las CMNSP tratadas con PEG. Además, esta actividad resortiva 
tanto para las células tratadas o no con PEG estaría influenciada por el número 
de CMNSP adheridas o que permanecen en el hueso.  
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Al evaluar con Hoechst 3334233, el número de policariones obtenidos por los 
diferentes grupos de CMNSP tratados con diversos volúmenes de PEG, se 
observó que los grupos experimentales con más de 8 x 105 CMNSP/ml 
presentaron 740 multinucleares por mm2, cuando se sembraron sobre vidrio y de 
800 sobre hueso (Figura 6B y C, respectivamente). Los grupos control 
presentaron 150 a 250 por  mm2 sobre lámina de vidrio y  500 a 740 por mm2 en 
lámina de hueso (Figura 6B y C). Mientras, que los grupos experimentales con 
menos de 7 x 105 células /ml presentaron 2  a 100 por mm2 sembradas en vidrio 
y 5 a 250 por mm2 sobre hueso (Figura 6B y C). Así, el grupo con más de  8 x 
105 CMNSP/ml  presentó una diferencia significativa con los grupos con menos 
de 7 x 105  CMNSP/ml, tanto en lámina de vidrio como de hueso (prueba de 
Tukey, p = 0.01). Esto sugiere que las CMNSP no tratadas con PEG, cuando se 
concentran en un número crítico (8 x 105 CMNSP/ml) forman células 
policarionicas; aunque el número de estos policariones nunca alcanza los 
valores obtenidos al tratar este mismo número de CMNSP con PEG (Figura 6, 
recuadros E, H, K y N).  
También, se evaluó el porcentaje de CMNSP desprendidas, es decir, aquéllas 
que no se permanecieron adheridas, una vez se sembraron sobre las láminas de 
vidrio o de hueso.  Para esto, cada 12 horas, durante 48 horas de cultivo, se 
recolectó el medio de cultivo y se contó el número de células presentes 
mezclándolas con azul de Tripan. En hueso se encontró en promedio un 25% de 
células desprendidas con PEG viables y en vidrió 40 %, para los grupos con más 
de 8 x 105 CMNSP con PEG (Tabla 7 y 9, anexo 1). Sus controles presentaron 
31% en hueso y 51%  en vidrio y (Tabla 8 y 10, anexo 1). Los grupos 
experimentales con menos de 8 x 105  CMNSP/ml, presentaron  64% células 
desprendidas viables de hueso y 60% de vidrio (Tabla 7 y 9, anexo 1).  
Sus controles presentaron 30% para hueso y 50% para vidrio. (Tabla 8 y 10, 
anexo 1). Lo anterior sugiere, que el volumen de PEG y el número de células es 
crítico para la adherencia celular. 
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F
igura 6. Correlación entre el número de CMNSP y volumen de PEG con la 
actividad resortiva y el fenotipo policarión. CMNSP estimuladas con PHA-P 
A 
Lamina de vidrio
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Lámina de hueso 
C 
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 Figura 6. Continuación….  
por 72 hs, se fraccionaron en ocho grupos:  3.2 x 105,  4 x 105,  5 x 105,  6 x 105, 
7 x 105 , 8 x 105,  9 x 105  ó 10 x 105  células/ml; luego, se trataron con 10, 15,  
20,  25, 35 ó  50 µl de PEG (50% v:v) y se sembraron en láminas de vidrio o 
hueso cortical bovino, incubándose por 48 hs. Se fijaron con paraformaldehido 
(4%) y glutaraldehido (0.2%), los núcleos se tiñeron con Hoechst (5 μg/ml), 
durante 15 min a 37 °C; los datos se procesaron en el programa ImageJ1.4. Se 
retiraron las células del hueso, utilizando NaOCl al 6% con 5.2% de NaCl y se  
D E
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Figura 6. Continuación….  
adicionó Coomassie (0.1% p/v). Las CMNSP estimuladas con PHA, pero sin 
PEG fue el grupo control. (A) relación entre volumen de PEG y número de 
células como % del área resorbida. Número de células multinucleares por mm2  
de lámina: (B) vidrio y (C) matriz ósea. Los resultados son la media +/- el error 
estándar (ES), de cuatro experimentos, respecto a las células no tratadas con 
PEG. Células multinucleares formadas por tratamiento con PEG sembradas 
sobre: (D, E y F) vidrio o (J, K y L) matriz ósea  y células multinucleares de los 
grupos control (G, H y  I) vidrio o (M, N y O) matriz ósea. Las barras 
corresponden a 48 µm. 
 
12.5. Evaluación del número de células multinucleares trap y la actividad 
resortiva.  
Para identificar el porcentaje de células multinucleares con actividad TRAP se 
realizó una citoquímica con pararrosanilina hexasotizada, los núcleos fueron 
identificados con una contra coloración con hematoxilina1, 30. Las CMNSP 
tratadas con PEG de 7 días de incubación presentaron un 50% de células 
multinucleares TRAP positivas y a los 14 días, un 43 % (Figura 7A), con una 
diferencia significativa entre ellos (prueba de Tukey, 0.030). Al comparar los 
resultados  entre 1 y 14 días de cosecha, no se observó una diferencia 
significativa (prueba de Tukey, valor de p = 0.439).  
 
Las CMNSP con PEG de 1, 7 y 14 días presentaron diferencias significativas  
respecto al grupo control (ANOVA, p = 0.03). Esto sugiere que el número de 
células TRAP positivas aumenta entre 1 a 7 días de cultivo y se mantiene, con 
tendencia a disminuir, después de este tiempo.  
 
F 
J K L 
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Las células multinucleares TRAP positivas, obtenidas en las CMNSP tratadas 
con PEG, se observaron alargadas y expandidas sobre la matriz ósea. Las del 
grupo control con actividad TRAP se observaron mononucleares (Figura 14G).  
Al evaluar la actividad resortiva de las CMNSP tratadas con PEG (Figura 7B), se 
observó que el día 1 se presentó un 20.61%; para el día 7 un 34.79% y para el 
día 14 un 42.03%.  
 
En el control, el área de resorción del día 1 fue de  un 5%, del día 7 de un 10% y 
del día 14 de un 18% (Figura 7B). Al hacer el análisis estadístico entre el grupo 
experimental se encontró que únicamente existió una diferencia significativa 
entre el día 1 y 14 (prueba de Tukey, p = 0.008); sin embargo, entre 1, 7 y 14 
días se presentaron diferencias con el control (prueba de Tukey, p = 0.01).  
 
Esto sugiere que las CMNSP tratadas con PEG tienen actividad resortiva desde 
el día 1 y aumenta progresivamente hasta el  día 14, aunque a menor velocidad 
entre el 7 y 14 día. Igualmente, las CMNSP sin tratamiento con PEG también 
pueden tener actividad resortiva, aunque en baja proporción. 
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Figura 7. Actividad resortiva y número de células multinucleares TRAP 
positivas en CMNSP. 8 x 105  CMNSP/ml estimuladas con PHA-P por 72 hs y 
tratadas con PEG (50% v:v), se sembraron en lamina de hueso  y se incubaron 
por 1, 7 ó 14 días. Para evaluar la actividad de la enzima TRAP, las células 
fueron sumergidas en una solución de 4% de pararrosanilina  hexazotizada, 4% 
de nitrito de sodio,  3.84% de acetato de sodio, 2,8 mg/ ml de tartrato de sodio-
potasio, buffer veronal (ácido barbitúrico al 0.53%  y 1.1% de NaOH) y 0.0126%  
de naftol fosfato MX-ASB1, contra-coloreando con hematoxilina de Mayers. Se 
retiraron las células con una solución de NaOCl al 6% con 5.2% de NaCl y se 
colorearon con Coomassie (0.1% p/v). CMNSP sin PEG fue el control. (A) el 
porcentaje de células multinucleares TRAP positivas y (B) porcentaje del área de 
resorción. Los resultados presentan la media +/- error estándar (ES) de once 
ensayos, respecto de las células no tratadas con PEG.   
A 
B 
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12.6. Expresión de  marcadores osteoclastogénicos en CMNSP. 
Se evaluó la expresión de los marcadores osteoclastogénicos en CMNSP 
tratadas con PEG e incubadas por 1, 7 ó 14 días sobre matriz ósea, mediante 
inmunofluorescencia indirecta33 de doble marcaje, con  anticuerpos policlonales 
contra los antígenos de superficie. Igualmente, se realizó una tinción de núcleos 
con DAPI 33 (Figura 8). 
En las CMNSP con PEG del día 1 se observó una alta fluorescencia en las 
células marcadas con los anticuerpos contra la subunidad C1 de la ATPasa H+ 
vacuolar (ATPC1), receptor de calcitonina (RC) y de RANK (Figura 8B, E y F, 
primer panel), lo cual sugiere la expresión de estas proteínas; pero, no se 
identificó la presencia de la enzima anhidrasa carbónica II (CA II), ni  la 
subunidad β3 de la integrina αvβ3 (IB3). En el día 7 se observó una mayor 
fluorescencia de la encontrada en el día 1, lo cual indicó la expresaron de CA II, 
ATPC1, catepsina k (CK), la IB3, RC, sin embargo, una baja fluorescencia se 
observó en las células marcadas con el anticuerpo contra RANK (Figura 8 A, B, 
C, D, E y F, segundo panel) siendo casi imperceptible. A los 14 días se observó 
una baja fluorescencia de en las células marcadas con anticuerpos contra 
ATPC1, RANK, RC y de IB3, por lo cual, se encontraron en una baja expresión 
(Figuras 8B, D, E y F, tercer panel); pero, no se observó la expresión las 
enzimas CA II y CK, (Figura 8A y C, tercer panel). Esto sugiere que la expresión 
de estos marcadores relacionados con OCls, en las CMNSP tratadas con PEG, 
aumenta en forma progresiva desde el día 1 hasta los 7 días y posteriormente 
disminuye.  
En el control (CMNSP sin PEG), a los días 1, 7 y 14 no se expresó la  CAII,  
ATPC1, IB3, ni RC  (datos no mostrados),  aunque hubo una baja fluorescencia 
de CK comparada con la observada en las CMNSP con PEG, sugiriendo que CK 
es el único marcador osteoclastogénico que se expresa en las CMNSP 
estimuladas con PHA sin PEG (Figura 8C, cuarto panel). Todos los marcadores 
osteoclastogénicos fueron evaluados en células permeabilizadas.   
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Adicionalmente, se observó que las CMNSP tratadas con PEG se observaron 
como “células gigantes” multinucleares (Figura 8, recuadros con los núcleos 
teñidos con DAPI); mientras que en el grupo control las CMNSP se observaron 
mononucleares o en agregados celulares, (Figura 8, cuarto panel).  
Otro de los marcadores asociados a las células similares a OCls (fenotipo 
policarión), es la glicoproteína de superficie aminopeptidasa N CD13133, 212. 
Este marcador se evaluó mediante inmunofluorescencia directa8, utilizando un 
anticuerpo monoclonal contra CD13 conjugado a FITC y simultáneamente se 
realizó la tinción de núcleos con  DAPI 33. La prueba se hizo en CMNSP tratadas 
con PEG y cultivadas 1, 7 ó 14 días. En estas CMNSP del día 1 se expresó el 
marcador CD13 en los aglomerados celulares, lo cual, permitió observar 
delimitaciones entre estos aglomerados, tanto en las CMNSP tratadas con PEG 
como en el grupo control (Figura 9A y B). En las CMNSP con PEG del día 7 y 
14, se observó una expresión homogénea de CD13, además, los agregados se 
observaron como  “células gigantes” de más de 100µm (Figura 9C). Sin 
embargo, la fluorescencia para CD13 en este día, permitió determinar que 
algunas “células gigantes” no presentaron regiones homogéneas sino irregulares 
con diferencias en la intensidad de la fluorescencia, permitiendo determinar que 
esta glicoproteína CD13 se ubicaba intracelularmente en las “células gigantes”. 
Lo anterior sugiere, que estas “células gigantes” no presentan una sola 
membrana citoplasmática, sino una discontinuidad en su membrana que rodean 
varios núcleos (Figura 9C).  En el grupo control no se observó la formación de 
“células gigantes” (Figura 9D); en su lugar, en el día 1 y 7  se observaron células 
individuales o aglomeradas con una baja expresión de CD13, pero en el día 14 
no se observó esta expresión (Figura 9B, D y F).  Además, en la localización de 
los núcleos en las “células gigantes” se observó  diferencias, algunas con los 
núcleos localizados en la parte central y otras con los núcleos hacia  los   
extremos. (Figura 9A y E).  Así mismo, algunos de estos núcleos se observaron 
picnóticos y fragmentados a los 7 y 14 días de incubación. Contrario a lo 
observado en los núcleos de las CMNSP del grupo control.  
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Debido a que, las CMNSP tratadas con PEG expresan la glicoproteína 
aminopeptidasa N CD13, relacionada con osteoclastos, se sugiere que el 
tratamiento con PEG induce un fenotipo policarión en las CMNSP estimuladas 
con PHA. Se descartó una auto-fluorescencia de las láminas de hueso cuando 
se incubaron con los controles isotipo, mencionados en la metodología (Figura 
9G). Las micrografías son representativas  de lo observado por microscopía de 
fluorescencia. 
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Figura 8. Expresión y localización de marcadores osteoclastogenicos en 
CMNSP. CMNSP estimuladas con PHA-P por 72 hs, tratadas  con PEG (50% v/v) 
fueron sembradas en láminas de hueso cortical bovino e incubadas por 1, 7 ó 14 
días. Para la inmunofluorescencia indirecta se fijaron con paraformaldehido al 4% 
y glutaraldehido al 0.2%, por 20 min a 37 ° C; se permeabilizaron con 0.1% de 
saponina y se bloquearon con 8% de BSA. Se incubaron por 1 h a 37 °C con 0.2 
μg/ml de los anticuerpos generados en conejo: anti CAII, anti ATPC1, anti CK y 
anti RC o con 0.2 μg/ml del anticuerpo generado en cabra anti IB3 ó 0.02  μg/ml 
del anti RANK. Fueron incubadas a 4 °C por 40 min con 0.25 μg/ml de un 
anticuerpo generado en asno anti cabra o anti conejo conjugado con FITC. Los  
A B C D E F 
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Figura 8. Continuación. 
núcleos se tiñeron con 1µg/ml (p/v) de DAPI.  CMNSP sin PEG fue el control. (A 
- F) CMNSP tratadas con PEG y su grupo control. En los recuadros se observan 
los núcleos de estas células. (G) en la parte inferior se presentan el control de 
isotipos. Las barras corresponden a 250 μm. 
 
Figura 9. Expresión y localización de CD13 en CMNSP. 8 x 105 CMNSP/ml 
estimuladas con 30 μg/ml de PHA-P por 72 h, tratadas con PEG (50% v/v) y se 
sembraron por lámina de hueso cortical bovino e incubaron por 1, 7 ó 14 días. 
Las células se fijaron con 4% de paraformaldehido y 0.2% de glutaraldehido, 
permeabilizadas con 0.1% de Tritón-X 100, a 4 °C durante 30 min; luego, se 
bloquearon con 8% de BSA y se incubaron a 4 °C  por 40 minutos, con un anti 
CD13 conjugado a FITC (0.2 μg/ml); los núcleos fueron teñidos con DAPI 
(1µg/ml). Como control se utilizaron las CMNSP estimuladas con PHA-P sin 
PEG. (A, C y E) CMNSP tratadas  con PEG y (B, D y F) CMNSP del grupo 
control. (G) controles isotipo. Las barras corresponden a 250 µm. 
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12.7. Análisis de la morfología celular y extensiones de membrana EN 
CMNSP. 
Para analizar la morfología de las CMNSP tratadas con PEG y sembradas sobre 
hueso se empleó la microscopía electrónica de barrido o escaneo (SEM) 8, 112. 
La prueba se realizó en CMNSP estimuladas con PHA y tratadas con PEG 
incubadas por 1, 7 ó 14 días sobre hueso. Las CMNSP tratadas con PEG de 1 
día de incubación se observaron aglomeradas (A); pero, con delimitaciones 
entre las células mononucleares (M), que conformaban estos aglomerados. 
Además, presentaron extensiones de membrana, señaladas por las flechas, 
(Figura 10A y B); estas extensiones no se observaron inmersas en el hueso 
(Figura 10A, B, E y F). Por debajo de los filipodios (F) de estas “células 
gigantes”, señaladas por flechas, se observan cavidades o huecos (H), los 
cuales, han sido llamados en la literatura “lagunas de resorción”.  Las “células 
gigantes” no se localizaron en los conductos de Havers, sino en toda la 
superficie de la lámina ósea. El control a los 7 días (Figura 10I), no presentó 
extensiones de la membrana, muchas permanecieron mononucleares  (M)  y/o 
aglomeradas (A). Además, en las “células gigantes” (C) o en los aglomerados 
celulares (A) se observaron protuberancias (P) durante todos los tiempos de 
incubación (Figura 10A, C y E); estas protuberancias se ubicaron en lados 
opuestos a la zona de las prolongaciones de membrana o filipodios (Figura 10E). 
A los 14 días, además de lo descrito para el 7 día, se hizo más evidente los 
filipodios, señalados con las flechas (Figura 10E y F). El control se observó 
como células mononucleares (M), aglomerados celulares (A) y en una baja 
proporción como “células gigantes” (Figura 10J). En conjunto, estos resultados 
sugieren que las CMNSP tratadas con PEG y sembradas sobre láminas óseas 
tienen morfología similar a la descrita en la literatura para los osteoclastos.   
Una vez se retiraron las células de las láminas óseas se observaron diferencias 
en su estructura ósea. Las láminas donde se sembraron las CMNSP tratadas 
con PEG, tenían irregularidades y  huecos de diferentes tamaños (Figura10c y 
d). Mientras, que las láminas donde se retiraron las CMNSP sin tratar con PEG 
88 
 
(grupo control) y las láminas sin CMNSP sembradas, presentaron una matriz 
ósea con estructura regular, homogénea y sin huecos de gran tamaño, pero con 
hendiduras regulares, tal vez, producto de la solución de NaCOl con NaCl o el 
pre-tratamiento con  SDS (Figura  10a y b). Lo anterior, sugiere que las CMNSP 
tratadas con PEG presentan una actividad resortiva similar a la descrita para los 
osteoclastos, obtenidos a partir del linaje monocito/macrófago. Las micrografías 
presentadas en la Figura 10 son las más representativas de los ensayos. 
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Figura 10. Morfología celular y extensiones de membrana en CMNSP. Para 
microscopia electrónica (SEM) se tomaron 8 x 105  CMNSP/ml estimuladas con 
30 μg/ml de PHA-P por 72 h, tratadas con PEG y sembradas por matriz ósea e 
incubadas durante 1, 7 ó 14 días. Las células de cada lámina se fijaron con 2.5% 
de glutaraldehido por 3 hs, bajo agitación y se trataron con 1% de OsO4  por 1 h, 
se deshidrataron con un gradiente de etanol  (25, 50, 70, 80 y 100%) y se 
secaron al vacío por 8 hs a temperatura ambiente. Las láminas se cubrieron con 
30 nm de oro coloidal. Como control se utilizaron las CMNSP no tratadas con 
PEG y las láminas sin CMNSP. (A, B, C, D, E y F) morfología de las CMNSP 
tratadas con PEG.  (G, H e I) morfología de las CMNSP sin PEG. Las barras 
corresponden a 10 y 5 µm.  (a y b) estructura de la matriz ósea para láminas de 
hueso, pre-tratadas con SDS al 10%, a las que no se les sembraron CMNSP. (c  
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Figura 10. Continuación. 
y d) estructura de la matriz ósea para láminas, pre-tratadas con SDS al 10%, a 
las cuales se les retiró las CMNSP tratadas con PEG mediante la solución de 
NaOCl al 6% y 5.2% de NaCl . Las barras corresponden a  100 y 50 µm. 
12.8. Análisis del arreglo de actina en CMNSP. 
La evaluación del arreglo de la actina se realizó mediante una  
inmunofluorescencia indirecta,  utilizando un anticuerpo monoclonal anti-actina y 
un policlonal anti-ratón conjugado con FITC183, para ello, se tomaron 8 x 105  
CMNSP/ml estimuladas con PHA-P, tratadas con PEG e incubadas por en una 
lámina  de matriz ósea por 1, 3, 5, 7, 9 ó 14 días. 
Las CMNSP con 1 y 3 días de incubación presentaron la fluorescencia 
distribuida en forma de acumulaciones o agrupaciones (dot-like), denominados 
en la literatura  como podosomas o agrupaciones de actina (Figura 11A, a y b). 
A los 5 días  estos podosomas aislados se observan hacia la periferia de cada 
célula conformando lo que se denomina como “nubes” (cloud) de actina (Figura 
11A, c). A los 7 y 9 días, la fluorescencia cambia de patrón y las “nubes” de 
actina se distribuyen formando lo que ha sido denominado como “anillos de 
actina” y zonas de sellado o “sealing” (Figura 11A, d y e).  A los 5, 7 y 9 días, la 
fluorescencia corresponde a un patrón de células no aglomeradas, sino que 
permite observarlas como “células gigantes”,  similar a lo mostrado con el 
marcador  CD13 o en la microscopía de barrido (Figura 9 y 10). A los 14 días, la 
fluorescencia se torna homogénea y disminuye, con lo cual se observan menos 
“anillos de actina” y zonas claras o de sellado (Figura 11A, f). En las CMNSP 
control de 1, 3, 5, 7, 9 y 14 días, la fluorescencia se distribuyó intracelularmente, 
de forma homogénea; además, se observaron como células mononucleares o 
aglomerados celulares, pero sin un patrón de fluorescencia que indique la 
formación de podosomas. (Figura 11A, s). Estos resultados sugieren que las 
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CMNSP, tratadas con PEG, presentan un arreglo de actina similar al descrito 
para los osteoclastos cultivados en superficie ósea. 
Por otra parte, se conoce que al forzar la despolimerización de microtubulos, se 
desestabiliza la formación de podosomas en policariones190; igualmente, se sabe 
que al interrumpir las zonas de sellado se suprime la actividad resortiva de los 
osteoclastos 68, 185, 190. Así mismo, se conoce que al deprivar las células de SFB 
se disminuye la formación de actina y cambia su organización. Por esto, se 
analizó el efecto sobre el arreglo de la actina, la actividad TRAP y la resorción 
ósea cuando se inhibe la tubulina  por colchicina o sincronizan las células en 
fase Go. Para esto, se tomaron  8 x 105 CMNSP/ml, con 96% de viabilidad, 
incubadas con colchicina o deprivadas de SFB por 24h y se trataron con PEG; 
luego, se sembraron en láminas de hueso cortical bovino y se incubaron por 1, 
3, 5, 7, 9 y 14 días. Como control se utilizó las CMNSP estimuladas con PHA e 
incubadas con SFB, las cuales, se cultivaron o no colchicina o sin SFB, y  
recibieron o no el tratamiento con PEG (Figura 11A, g a la r). 
Respecto a la distribución de la actina, las CMNSP cultivadas con colchicina y  
las CMNSP desprovistas de  SFB (Figura 11A, g a la r). no presentaron 
diferencias con el control (Figura 11A, t y u)., en ningún día de cultivo, dado que 
no hubo formación de podosomas, en su lugar se observó acumulaciones de 
actina distribuida homogéneamente; en todos los casos las CMNSP se 
observaron aglomeradas (Figura 11A, g a la r). Esto sugiere que al fusionar las 
CMNSP en fase Go o cuando se bloquea la polimerización de tubulina, antes 
tratarlas con PEG, se inhibe la formación de podosomas.  
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Figura 11. Arreglo de la actina,  actividad resortiva y número de células 
multinucleares TRAP positivas en CMNSP. 8 x 105  CMNSP/ml estimuladas 
con PHA-P por 72 hs, o cultivadas sin PHA y con 10 µg/ml de colchicina, o 
cultivadas deprivadas de SFB por 24 hs, se trataron  con PEG (50% v/v)  y se 
colocaron en sendas láminas de hueso, incubándolas por  1, 3, 5, 7, 9 ó 14 días. 
Se fijaron por 20 min a 37 °C con paraformaldehido (4%) y glutaraldehido 
(0.2%), se permeabilizaron, con una solución de saponina (0.1%). Se 
bloquearon con 8% de BSA y se incubaron a 37 °C, por 40 min, con un anti 
actina monoclonal (1:250) y a 4°C por 40 min con un anti ratón conjugado a 
FITC (0.25  μg/ml). Para la actividad TRAP y resortiva se realizó como se   
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Figura 11. Continuación… 
describió en la figura 7. Las CMNSP sin PEG fueron el grupo control. (A) 
inmunofluorescencia indirecta utilizando anti actina en las CMNSP estimuladas 
con PHA-P, tratadas con PEG (a - f), las CMNSP cultivadas con colchicina (g - l) 
y las CMNSP deprivadas de SFB, por 24 hs (m-r) y los grupos control de 7 días 
de incubación (s - u).  Controles isotipo: láminas con CMNSP incubadas con un 
monoclonal anti neurofilamentos 200k Ab-1 (0.2 μg/ml), con o sin el anticuerpo 
anti ratón conjugado con FITC, mientras que las láminas sin células incubadas 
con solo el anticuerpo anti ratón conjugado con FITC (v - x). Las barras  
 
B 
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Figura 11. Continuación……. 
corresponden a 250 µm. (B) porcentaje de células multinucleares TRAP 
positivas. (C) porcentaje del área de resorción para los tres grupos celulares y 
sus respectivos controles. Los resultados son el error estándar de cuatro 
experimentos. 
La distribución o arreglo de la actina no fue producto de la autofluorescencia de 
la matriz ósea, como se muestra con los controles de isotipo  (Figura 11A, v a la 
x). 
Respecto al porcentaje de células multinucleares con actividad TRAP, para las 
CMNSP con colchicina tratadas  con PEG presentaron un 2% y su grupo control 
(colchicina, sin PEG) un 5% (Figura 11B). Este porcentaje fue bajo, respecto a 
las CMNSP no tratadas con colchicina y estimuladas con PHA-P que fueron 
tratadas con PEG, las cuales presentaron un 55%  y para su control (sin PEG) 
un 32% (Figura 11B). Para las CMNSP deprivadas de SFB, el porcentaje fue del 
10% y su control mostró un 12% (Figura 11B). Para ambos experimentos, los 
porcentajes obtenidos son después de los 14 días de incubación. Lo anterior,  
sugiere que las CMNSP en fase Go o con un bloqueo en la polimerización de la 
tubulina, antes tratarlas con PEG, no expresan la enzima TRAP, por lo cual, se 
determinó un menor número de células multinucleares TRAP positivas, respecto 
a lo encontrado con las CMNSP estimuladas en PHA, con SFB y tratadas con 
PEG (Figura11B). 
Las CMNSP con colchicina o las deprivadas de SFB por 24 horas, tratadas  con 
PEG, no presentaron resorción ósea (Figura 11C). Mientras que,  las CMNSP  
estimuladas con PHA-P, tratadas con PEG, de 5, 7 y 9 días presentaron una 
actividad resortiva del 85, 90 y 95%, respectivamente. Esto sugiere que al 
fusionar las CMNSP en fase Go o cuando se bloquea la polimerización de 
tubulina, antes tratarlas con PEG, se inhibe la actividad resortiva (Figura 11C). 
Debido a que las células tratadas con colchicina o deprivadas de SFB no 
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presentaron un arreglo de la actina, ni resorción ósea, pero forman un número 
bajo de células multinucleares TRAP positivas, se decidió analizar el 
desprendimiento de estas células de hueso, para poder determinar si los bajos 
resultados con estas células se relacionan con un bajo número de células 
adheridas. Para ello, se sembraron 8 x 105 CMNSP/ml con un 97.4% de 
integridad de membrana, que previamente habían sido cultivadas en colchicina o 
privadas de SFB, luego se trataron con PEG. Después, cada 24 horas se 
recolectó el medio sobrenadante, para contar las células desprendidas.  
Los resultados permitieron determinar que las CMNSP incubadas con colchicina, 
presentaron un desprendimiento de hueso del 52% y su control (sin PEG) tuvo 
un 56%, mientras que, las células deprivadas de SFB y su grupo control,  se 
desprendieron solo en un 34 y 22%, respectivamente. Las CMNSP no tratadas 
con colchicina, incubadas con PHA-P y tratadas con PEG, mostraron un 
desprendimiento del 39% y su control (sin PEG) solo tuvieron un 22%. Por lo 
cual, se sugiere que la ausencia en el arreglo de actina, el bajo número de 
células multinucleares TRAP positivas y la no actividad resortiva, en las CMNSP 
con colchicina o sincronizadas en fase Go, no obedece a la ausencia de células 
adheridas a la matriz ósea, ni a la pérdida de viabilidad de estas CMNSP. 
Otro punto que se quiso evaluar  fue si el arreglo de la actina de CMNSP 
tratadas con PEG está influenciado por el tipo de matriz extracelular (MEC). 
Para esto, las láminas de vidrio se cubrieron con vitronectina (VN) 181, 184  o 
colágeno tipo I (CTI) 183, 184 o SFB 181. Luego, 8 x 105 CMNSP/ml fueron 
sembradas sobre cada lámina; estas láminas se incubaron por 1, 7 y 14 días. El 
control consistió en células no tratadas con PEG, sembradas sobre las mismas 
MEC; láminas pre-incubadas con poli-L-Lisina (PLL) 184 y láminas de vidrio sin 
recubrir con MEC (LSR) 181.  
Las CMNSP sembradas sobre VN y CTI se observaron, al día 1, 7 y 14, 
aglomeradas o como “células gigantes” de más de 100µm. Desde el primer día 
de cultivo presentaron podosomas y “anillo” de actina  (Figura 12D y E). Al día 7 
y 14 sobre VN la formación de cinturones de actina se hizo más evidente (Figura 
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12E, panel dos y tres). Las CMNSP sembradas sobre láminas previamente 
cubiertas con SFB, se observaron aglomeradas y no en forma de “células 
gigantes” (Figura 12C). Pero, en estas CMNSP sobre SFB,  en el día 1 y 7, se 
presentaron podosomas aislados hacia la periferia, conformando anillos de 
actina (Figura 12C, primer y segundo panel);  sin que se presentaran a los 14 
días, ya que en este tiempo la actina se observó distribuida homogéneamente 
(Figura 12C, tercera  panel).  
En los grupos control, con CMNSP no tratadas con PEG, sembrados sobre VN, 
CTI y SFB, no se observaron podosomas, anillos o cinturones de actina, durante 
los 14 días de incubación y se mantuvieron individualizadas o aglomeradas, con 
una distribución homogénea de la actina a nivel intracelular (Figura12, C, D y E, 
tercer y cuarto panel). Las CMNSP tratadas con PEG, sembradas sobre la 
matriz control (PLL), no presentaron un arreglo de actina en ninguno de los días 
de incubación (datos no mostrados); sin embargo, las CMNSP sin PEG 
presentaron podosomas solo en el día 7 (Figura 12B, cuarto panel). Las CMNSP 
tratadas con PEG, sembradas sobre láminas de vidrio control (LSR) presentaron 
al día 1 y 7 de incubación, una acumulación de actina en los aglomerados 
celulares, similar a estructuras de anillos de actina y podosomas (Figura 12A, 
primer y segundo panel). Sin embargo, a los 14 días estas células se 
disgregaron o separaron, sin presentarse la formación de podosomas o anillos 
de actina (Figura 12A, tercer panel).  
Para determinar si la organización en estructuras dinámicas de actina de los 
días 1 al 14 sobre MEC, obedece al tratamiento con PEG o al estímulo con PHA-
P, se recolectaron las CMNSP estimuladas con PHA-P no adheridas al plástico 
(rosetas celulares en suspensión), luego se sembraron sobre una lámina de 
vidrio sin recubrir (LSR) y se incubaron durante 1, 7 ó 14 días. En estas CMNSP 
se encontró la formación de aglomerados celulares,  mostrando una distribución 
homogénea e  intracelular de la actina (Figura 12F), similar a lo observado en las  
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Figura 12. Arreglo de la actina en CMNSP cultivadas sobre diferentes 
matrices. Las láminas de vidrio fueron cubiertas con VN (10 µg/ml) ó CTI (30 
µg/ml) ó 20 µl  de SFB (10%); luego, sobre cada una de estas superficies se  
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Figura 12. Continuación…. 
colocaron 8 x 105 CMNSP/ml estimuladas con PHA-P y tratadas  con PEG, 
incubándolas por 1, 7 ó 14 días. Las células fueron fijadas con paraformaldehido  
 (4%) y glutaraldehido (0.2%), a 37 °C por 20 min, permeabilizadas con saponina 
(0.1%); después, se bloquearon  con 8% de BSA; luego, se incubaron a 37 °C 
por 40 min, con monoclonal anti actina (1:250) y con un anti ratón conjugado a 
FITC (0.25 μg/ml) o  a “rhodamine” (0.5 μg/ml), a 4°C por 40 minutos. Como 
control se utilizaron las CMNSP sin PEG y láminas de vidrio cubiertas con 0.1% 
de poli-L-lisina o sin recubrir. (A) CMNSP sobre láminas de vidrio sin recubrir, (B) 
sobre poli-L-lisina,  (C) sobre  SFB, (D) sobre colágeno tipo I y (E) en 
vitronectina.  (F) se presentan las CMNSP estimuladas con PHA en suspensión 
no tratadas con PEG. (G, H e I) controles de isotipo: láminas sin células 
incubadas con un monoclonal anti-neurofilamentos 200k Ab-1 (0.2 μg/ml), junto 
con o sin un anti-ratón conjugado con FITC. Las barras corresponden a 48 y 250 
µm.  
 
aglomeraciones  de las CMNSP sin PEG, colocadas sobre PLL y LSR (Figura  
12). En conjunto, los resultados obtenidos al sembrar las CMNSP sobre 
diferentes proteínas de matriz extracelular sugieren que, estas proteínas de 
MEC inducen el arreglo de actina de manera similar a lo descrito en la literatura 
para osteoclastos, cultivados sobre las mismas superficies o MEC184. La 
distribución o arreglo de la actina no fue producto de la autofluorescencia de las 
MEC o de las superficies control, como lo muestran los controles de isotipo  
(Figura 12G, H e I) 
Debido a que en las CMNSP estimuladas con PHA-P sin PEG (grupo control), 
no se observó un arreglo de la actina evidente, pero, si presentó una baja 
formación de células multinucleares con actividad TRAP y resortiva, se decidió 
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analizar si el estímulo con PHA-P influye en el arreglo de la actina, la actividad 
TRAP y resortiva de las CMNSP. Para ello, se tomaron  8 x 105 CMNSP/ml 
recién extraídas con Ficoll (CMNSP no cultivadas y sin PHA-P) con un 96% de 
integridad de membrana, luego, se trataron con PEG y se sembraron en láminas 
de hueso, láminas de vidrio cubiertas con VN, CTI, SFB, PLL o  sin recubrir 
(LSR); estos ensayos se incubaron por 48 horas, para posteriormente, analizar 
por inmunofluorescencia indirecta el arreglo de la actina, así como por 
citoquímica evaluar la actividad TRAP y finalmente, con Coomassie, determinar 
la resorción ósea  (Figura 13).  
Respecto al arreglo de la actina, tanto en las CMNSP no cultivadas, tratadas con 
PEG como en su grupo control (sin PEG), cuando se sembraron sobre hueso, se 
observó la formación de zonas claras y anillos de actina; además, se 
presentaron como células de gran tamaño, de aproximadamente 50 μm, pero, 
algunas se observaron como aglomerados celulares (Figura 13A, a y b). 
Cuando estas CMNSP no cultivadas y tratadas con PEG se sembraron en 
láminas de vidrio cubiertas con CTI, SFB y VN se observaron anillos de actina y 
podosomas. (Figura 13A, d, e y f). Pero, cuando se colocaron sobre PLL y 
lámina de vidrio sin recubrir no se presentaron estas estructuras de actina 
(Figura 13A, b y c). En el grupo  control (sin PEG) se presentaron anillos de 
actina, cuando las CMNSP fueron sembradas sobre matriz ósea y VN (Figura 
13A, a y f). 
Respecto a la presencia de células multinucleares con actividad TRAP, las 
CMNSP no cultivadas, tratadas con PEG y su grupo control (sin PEG) 
presentaron un 40 y 43% respectivamente de  células multinucleares TRAP 
positivas (Figura 13B),  sin encontrar una diferencia significativa entre ellas 
(ANOVA, p= 0.130). Mientras que las CMNSP estimuladas con PHA-P tratadas 
con PEG y su control presentaron un 46 y 30% respectivamente (Figura 13B), 
con una diferencia significativa (ANOVA, p = 0.002). Al comparar las CMNSP no 
cultivadas con las CMNSP estimuladas en PHA, no se encontraron diferencias 
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significativas, en la formación de células multinucleares con actividad TRAP 
(ANOVA, p = 0.306). 
Respecto a la resorción ósea, las CMNSP no cultivadas, tratadas con PEG y su 
control (sin PEG) presentaron un 2.9 y 10.7%, respectivamente (Figura 13C), sin 
una diferencia significativa entre ellos (ANOVA, p = 0.307). Mientras que, las 
CMNSP estimuladas con PHA-P presentaron 39.64% y 14.44%, 
respectivamente (Figura 13C), con una diferencia significativa entre ellas 
(ANOVA, p = 0.005).  Cuando se comparó la actividad resortiva, entre las 
CMNSP no cultivadas y las CMNSP estimuladas con PHA, se encontró una 
diferencia significativa entre estos dos cultivos (ANOVA, p = 0.001). 
En conjunto, estos resultados sugieren que el PEG per se puede ser un inductor 
del arreglo de actina y de la actividad resortiva; sin embargo, la PHA puede tener 
un efecto en la formación de anillos de actina. Aparentemente, el número de 
células multinucleares  TRAP positivas no depende de PEG ni de la PHA. 
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Figura 13. Arreglo de actina, actividad TRAP y resortiva en CMNSP sin 
estímulo con PHA-P. CMNSP recién extraídas con Ficoll sin PHA, y sin cultivar, 
se trataron con PEG, se colocaron en cada lámina de hueso o lámina de vidrio  
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Figura 13. Continuación…. 
cubierta con VN, o CTI, o SFB y se incubaron por 48 hs. Las células fueron 
fijadas con paraformaldehido (4%) y glutaraldehido (0.2%), a 37 °C por 20 min, 
permeabilizadas con saponina (0.1%) a 4°C por 30 min. Se bloquearon con 8% 
de BSA e incubaron a 37 °C por 40 min, con un monoclonal contra actina (1:250) 
y con un anti ratón conjugado a FITC (0.25 μg/ml) o uno conjugado  a 
“rhodamine” (0.5 μg/ml). El análisis de TRAP y la actividad resortiva se realizó 
como se describe en la figura 7. Los controles fueron: las CMNSP sin PEG,  
 
B 
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Figura 13. Continuación…. 
CMNSP desprovistas de SFB  y las láminas de vidrio cubiertas con 0.1% de poli-
L-lisina (PLL) o sin recubrir. (A) inmunofluorescencia indirecta  de CMNSP sin 
PHA sembradas sobre matriz ósea (primer panel, a), en vidrio sin recubrir 
(segundo panel, b), sobre PLL (tercer panel, c), en SFB (cuarto panel, d), en CTI 
(quinto panel, e) y en VN (sexto panel, f). Las barras corresponden a 48 y 250 
µm. (B) células multinucleares con actividad de la enzima TRAP y (C) el 
porcentaje (%) del área de resorción. Los datos presentan el error estándar de 
cuatro experimentos.    
12.9. Evaluación del efecto del PEG y de RANKL en el arreglo de la actina, 
la actividad TRAP y la resorsion osea en CMNSP. 
RANKL está asociado con la diferenciación y fusión de monocitos/macrófagos 
para generar osteoclastos148, 149. Por otra parte, junto con los resultados 
obtenidos en este trabajo, se podría sugerir que el PEG al inducir una fusión 
celular estimula a las CMNSP para que expresen marcadores 
osteoclastogénicos, realicen un arreglo de actina, presenten actividad TRAP y 
resorción ósea; las cuales, son características que han sido descritas para 
osteoclastos151. Ante esta evidencia, se quiso evaluar si existen  cambios en el 
arreglo de actina, en la actividad TRAP y en la resorción ósea cuando se 
combina la presencia de RANKL con PEG.  
Se tomaron 8 x 105 CMNSP/ml, con un 95% de integridad de su membrana, 
para realizar dos tipos de experimentos:  
1. Las CMNSP cultivadas en DMEM, 10% de SFB y 40 ng/ml de RANKL por 48 
horas, no se adicionó PHA-P, luego se trataron con PEG y se sembraron en 
hueso o lamina de vidrio cubierta con VN y se incubaron por 1, 7 ó 14 días. 
Como control se usaron las CMNSP sin PEG sembradas en hueso o sembradas 
sobre láminas de vidrio no recubiertas con VN.  
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2. Las CMNSP se cultivaron en DMEM, 10% de SFB  sin PHA-P por 48h, luego, 
se trataron con PEG, se sembraron en hueso o lamina de vidrio cubierta con VN 
y se incubaron  por 1, 7 ó 14 días con 50 ng/ml de RANKL. Como control se 
usaron las CMNSP sin PEG sembradas en hueso e incubadas con 50 ng/ml  de 
RANKL o sembradas sobre láminas de vidrio no recubiertas.  
Los resultados relacionados con el arreglo de Actina del primer experimento, 
indicaron que las CMNSP en hueso, sobre VN o sus controles no se observaron  
anillos de actina o podosomas (dato no mostrado). Para el segundo 
experimento, en las CMNSP tratadas con PEG sembradas en hueso y cultivadas 
con RANKL, no se presentaron podosomas, cinturones o anillos de actina y 
muchas de estas células se observaron como aglomerados celulares (Figura 
14A, a, b, y c). Sin embargo, en el grupo control, si se presentaron podosomas, 
anillos y cinturones de actina durante los 14 días de cultivo con RANKL (Figura 
14A, d, e y f).   
Respecto al número de células multinucleares TRAP positivas del primer 
experimento, no se determinaron células multinucleares con actividad TRAP en 
hueso, ya que la mayoría de estas células permanecieron mononucleares con 
actividad TRAP negativa (dato no mostrado). Para el segundo experimento, en 
las CMNSP, tratadas con PEG cultivadas con RANKL, se encontró un 40.9%, 
19.55% y 10.14% de células multinucleares TRAP positivas para 1, 7 y 14 días 
respectivamente; mientras, sus controles (sin PEG) mostraron 48.57%, 23.15% y 
5.76% de células con actividad TRAP,  en los mismo días de cultivo (Figura  
14E); sin encontrarse una diferencia significativa entre estos días de incubación 
(ANOVA, valor de p = 0.456).  
Por otra parte, la resorción ósea en el primer experimento no se presentó (dato 
no mostrado). Para el segundo experimento, las CMNSP, tratadas con PEG, 
presentaron 5.99%, 4.76% y 1.28% de resorción; mientras, que sus controles 
(sin PEG) mostraron 17%, 9.115% y 6.897% de actividad resortiva, para 1, 7 y 
14 días de cultivo, respectivamente (Figura 14F); además, se encontró una 
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diferencia significativa entre sus actividades resortivas, (ANOVA, valor de p= 
0.031).  
Como las CMNSP previamente estimuladas con RANKL, y luego tratadas con 
PEG, colocadas en hueso, no presentaron estas actividades resortivas y TRAP. 
Mientras, que  las CMNSP sin PEG (control, modelo tradicional100) colocadas en 
hueso y estimuladas con RANKL, si se observaron estos eventos, se sugiere 
que la presencia simultánea de RANKL y PEG en las CMNSP, no permite o 
bloquea el arreglo de la actina, además, disminuye la formación de células 
multinucleares con actividad TRAP y la resorción ósea, sugiriendo que PEG 
podría inhibir la actividad iniciada o inducida por RANKL.  
 
 
Figura 14. Efecto del PEG en el arreglo de la actina, en la actividad de la 
enzima TRAP y en la resorción de CMNSP cultivadas con RANKL. 
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Figura 14. Continuación…. 
CMNSP cultivadas por 48 hs con DMEM y 10% SFB sin PHA-P se trataron con 
PEG, luego, se sembraron 8 x 105  células/ml en cada lámina de hueso o vidrio  
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Figura 14. Continuación…. 
recubierta con VN (10 µg/ml) o sin recubrir y se cultivaron durante 1, 7 ó 14 días 
con RANKL (50 ng/ml). Se fijaron con paraformaldehido (4%) y glutaraldehido 
(0.2%). Se permeabilizaron con una solución de 0.1% de saponina por 30 min a 
4°C, se bloqueó con 8% de BSA, se incubó a 37 °C por 40 min, con un 
monoclonal anti actina (1:250) y a 4°C por 40 min, con un anti ratón conjugado a 
FITC (0.25  μg/ml) o uno conjugado a “rhodamine” (0.5 μg/ml). Los núcleos 
fueron teñidos con DAPI (1µg/ml). La evaluación de la actividad de la enzima 
TRAP y resortiva se realizó como se describe en la figura 7. Como grupo control 
se usó las CMNSP sin PEG adheridas a hueso y cultivadas con RANKL (modelo 
tradicional). (A) arreglo de la actina en  CMNSP con PEG (a, b y c) o sin PEG 
(d, e y f), colocadas en hueso. (B) núcleos de CMNSP con PEG (d, e y f) y sin 
PEG (a, b y c), sembradas en hueso. (C) arreglo de la actina para CMNSP con 
PEG (a, b y c) o sin PEG (d, e y f) sembradas sobre vidrio sin recubrir y (D) para 
las CMNSP con PEG (a, b y c) o  sin PEG (d, e y f) colocadas sobre VN. Todos 
los ensayos fueron estimulados continuamente con RANKL. Las barras 
corresponden a 48 y 250 µm. (E) células multinucleares con actividad TRAP. (F) 
el porcentaje (%) del área de resorción.  (G) morfología de las células que 
presentan TRAP y (H) el área de extensión de las lagunas de resorción, 
encontradas en varios ensayos de este proyecto. Los datos son el error estándar 
de dos experimentos.  
12.10. Expresión, fosforilación  y localización de las cinasas c-Src y Syk en 
CMNSP. 
Diferentes reportes han descrito que c-Src y Syk se encuentran asociadas con la 
adherencia, formación de la zona de sellado y la actividad resortiva de células 
similares a osteoclastos32, 51, 55. Por lo cual, se evaluó si estas moléculas se 
expresan en el modelo del presente trabajo, es decir, CMNSP estimuladas con 
PHA-P, tratadas con PEG y sembradas sobre láminas de hueso, que fueron 
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incubadas durante 1, 7 ó 14 días. Al finalizar estos tiempos, la expresión de 
estas dos proteínas cinasas se analizó mediante inmunofluorescencia indirecta 
en células permeabilizadas o inmunoblot. Para ello, en el inmunoblot, las 
CMNSP fueron lisadas con el buffer HNTG. Como controles se usaron los 
siguientes: 1. CMNSP estimuladas con PHA sin PEG. 2. CMNSP recién 
extraídas con Ficoll. 3. CMNSP cultivadas en plástico por 72 horas, sin PHA 
(adheridas y en suspensión). 4. CMNSP estimuladas con PHA-P por 72 horas en 
plástico, de las cuales solo se recolectaron las que estaban en suspensión. 5. 
CMNSP estimuladas con PHA-P por 72 horas en plástico, de las cuales se 
recolectaron las adheridas al plástico. 6. CMNSP estimuladas con PHA-P por 72 
horas,  tratadas con PEG, pero no sembradas en hueso o matriz.  
 
Como se observa en la Figura 15B, en las CMNSP estimuladas con PHA-P,  
tratadas con PEG y sembradas sobre hueso, Syk se expresó en el día 1 y 7  
(carriles 10 y 11), mientras que, c Src se expresó en todos los días de 
incubación (carriles 10, 11 y 12). Únicamente, en el día 1 para las CMNSP 
estimuladas con PHA-P sin PEG y  adheridas a hueso, se observó Syk (carril 7); 
mientras que, c Src se expresó solo a los 7 días en hueso (carril 8).  Los demás 
controles no expresaron estas dos proteínas cinasas.  
 
Cuando se analizó la localización y expresión de estas dos cinasas por 
inmunofluorescencia indirecta de doble marcaje, se observó que en las CMNSP 
estimuladas en PHA, tratadas con PEG y sembradas sobre hueso, la expresión 
de c Src fue constante, desde 1 al 14 día de cultivo (Figura 15C, D y E). La 
fluorescencia para Syk fue mayor para 7 días de cultivo; sin embargo, para el día 
1 y 14 fue más baja, respecto a lo observado en 7 días (Figura 15C, D y E). En 
las células del grupo control, estimuladas con PHA sin PEG y adheridas a 
hueso, Syk y c-Src se expresaron del 1 al 14 día de incubación; aunque, la 
fluorescencia de las dos proteínas fue mayor a los 7 días (Figura15F). Cuando 
se sobreponen las imágenes de c-Src y de Syk, se observó una localización 
110 
 
cercana de estas dos proteínas cinasas (Figura 15C, D y E, sobre-posición), la 
cual, fue mayor a los 7 días de cultivo (Figura 17D, sobre-posición).  
 
La evaluación de la posible asociación de estas dos proteínas cinasas se realizó 
mediante co-inmunoprecipitación (Co-IP), tomando como referencia los 
resultados obtenidos en el inmunoblot e inmunofluorescencia. Para ello, se tomó 
el lisado de las CMNSP  tratadas con PEG  de 1, 7 ó 14 días  y  el lisado de las 
CMNSP sin PEG de 7 días de incubación. (Figura 16A) Los resultados 
permitieron observar que Syk co-inmunoprecipitó con c-Src en el lisado de 1, 7 y 
14 días de cultivo (Figura 16A, blot anti c Src); sin embargo, en  el lisado de 1 y 
7 días del inmunoprecipitado con c Src,  no se presentó una co-IP con Syk 
(Figura 16A, carril 1 y 2, blot anti Syk). En el grupo control a los 7 días, no co-
inmunoprecipitaron estas dos proteínas cinasas (Figura 16A, carril 4). 
 
Tanto c Src como Syk se encontraron fosforiladas en sus residuos de tirosina 
(Y),  en las CMNSP tratadas con PEG del lisado del día 7 se presentó la 
fosforilación de c Src y Syk (Figura 16, carril 2), mientras, el lisado de las 
CMNSP con PEG del día 1 solo se encontró fosforilada c Src (Figura 16, carril 
1), a los 14 días no se encontraron fosforiladas estas proteínas (Figura 16, carril 
3). Ya en el grupo control (sin PEG), Syk se encontró fosforilada en el día 7 
(Figura 16C, carril 4) pero c Src no se observó fosforilada (Figura 16C, carril 4) 
En conjunto, estos resultados sugieren que en las CMNSP tratadas con PEG 
adheridas a hueso, tanto  c Src como Syk, se expresan desde el día 1 al 14 
(inmunoblot y fluorescencia), también, se observó que solo en el día 7, estas dos 
cinasas se presentaron en forma activa (fosforilación); al parecer estas dos 
cinasas pueden co-inmunoprecipitar en el día 7 y 14. 
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Figura 15. Expresión y localización de c-Src y Syk en CMNSP. En cada 
lámina de hueso se colocó 8 x 105 CMNSP/ml estimuladas con PHA-P por 72 hs, 
tratadas con PEG, e incubadas por 1, 7 ó 14 días. Las células se lisaron con 
buffer HNTG, sonicadas por 1 min; el lisado se separó por SDS/PAGE al 12%, 
se transfirió y las membranas se incubaron con anti c Src (0.8 μg/ml, conejo). Se 
adicionaron dos conjugados,  primero un anti conejo con biotina (0.2 μg/ml) y 
posteriormente, con estreptavidina acoplada a peroxidasa (1µg/ml), junto con un 
anti conejo-HRP (2 μg/ml). Se retiraron los anticuerpos en un buffer disociador  
A 
B 
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Figura 15. Continuación. 
(100mM de β-mercaptoetanol, 2% SDS y 62,5 mM de Tris-HCl, pH 6.8). Se 
incubó con anti Syk (0.025 μg/ml) y se adicionó un anti ratón conjugado con 
HRP. Las bandas se detectaron primero por ECL y luego con amino-etil-carbazol 
50mM. Para e ensayo de inmunofluorescencia indirecta, las células se fijaron 
con pparaformaldehido (4%) y glutaraldehido (0.2%), permeabilizadas con 
saponina (0.1%), bloqueadas con 3% de BSA e incubadas a 37 °C por 40 min, 
con anti c Src (1 μg/ml) y con anti conejo conjugado a FITC (0.25 μg/ml). 
Nuevamente se bloquearon con 1% de BSA, se adicionó anti Syk (0.5 μg/ml) y 
con anti ratón conjugado a “rhodamine” (0.5 μg/ml). Los núcleos se tiñeron con 
1µg/ml de DAPI. (A) SDS-PAGE 12% teñido con Commassie. Carril 1. Marcador 
de peso molecular. 2. lisados control de CMNSP recién extraídas con Ficoll . 3. 
CMNSP estimuladas con PHA-P, adheridas al plástico. 4. CMNSP estimulado 
con PHA-P, en suspensión. 5. CMNSP cultivadas en DMEM con SFB pero sin 
PHA-P. 6. CMNSP cultivas con PHA-P tratadas con PEG no sembradas en  
hueso. 7, 8 y 9. CMNSP sin PEG en hueso por 1,  7 ó 14 días, respectivamente. 
10, 11 y 12. CMNSP con PEG en hueso por 1, 7 ó 14 días. (B) inmunoblot para 
c Src y Syk. (C, D y E) inmunofluorescencia de doble marcaje, para las CMNSP 
con PEG y (F) sin PEG de 7 días. En los recuadros inferiores se observa los 
núcleos (DAPI). Las barras corresponden a 250 µm.  
 
 
113 
 
          
          
Figura 15. Continuación. 
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Figura 16. Co-inmunoprecipitación de c-Src y Syk en CMNSP. Los lisados 
celulares totales (LCT) fueron obtenidos con el buffer  HNTG y por sonicación. 
500 μg/ml de proteína se incubó con 5 μg/ml de anti c-Src o de anti Syk, a 4 °C 
toda la noche; se adicionó proteína A/G agarosa por 40 min. El 
inmunoprecipitado (IP) se separó por SDS/PAGE al 12% (50 μg/ml/bolsillo). La 
membrana transferida y bloqueda  se incubó con anti Syk (0.025 μg/ml) para el 
IP de c-Src. Otra membrana se incubó con anti c Src (0.025 μg/ml) para el IP de 
Syk. Se adicionaron dos conjugados,  primero un anti conejo con biotina (0.2 
μg/ml) y posteriormente, con estreptavidina acoplada a peroxidasa (1µg/ml), 
junto con anti conejo-HRP (2 μg/ml). Las bandas se detectaron primero por ECL.  
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Figura 16. Continuación. 
Se retiraron los anticuerpos en un buffer disociador a 55 °C por 60 min. Se 
incubaron con anti fosfotirosina (PY20, 0.2 μg/ml). El revelado se realizó con 
amino-etil-carbazol 50mM. (A) co-IP de c-Src revelado con Syk y c Src (panel de 
arriba). Co-IP de Syk revelado con c Src  y Syk (panel del medio). Co-IP 
revelada con PY20 (panel inferior). (B) Controles, IP con anticuerpos 
irrelevantes: Carril 1. IP del LCT con anticuerpo primario no específico de 
conejo. 2. IP del LCT con anticuerpo monoclonal anti neurofilamentos 200k Ab-1. 
3. IP del LCT con proteína A/G agarosa. 4. IP del LCT con anti conejo. 5. IP del 
LCT con anti ratón. 6. IP del LCT con 0.5 mg/ml de BSA. 
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13. DISCUSIÓN 
La resorción de hueso es un proceso normalmente realizado por los 
osteoclastos (OCls), los cuales proceden de células hematopoyéticas 
pluripotenciales del linaje monocito/macrófago 5, 10, 11, 12, 14. De hecho, en los 
estudios de diferenciación y función de OCls, los progenitores celulares 
hematopoyéticos de bazo y  médula ósea son los más ampliamente utilizados12, 
14, 18, 22. Además, los procesos de diferenciación osteoclastogénica in vivo e in 
vitro se han asociado con un incremento y activación de la población de 
linfocitos T  12, 14, 18, 119. Por lo cual, en algunos modelos para la generación de 
OCls se utiliza una mezcla de células mononucleares de sangre periférica 
(CMNSP) 40, 93, 145, 214, en donde al estimular la proliferación de linfocitos T, con 
1.5 a 5 μg/ml  de fitohemaglutinina (PHA) se puede inducir in vitro  la 
diferenciación de monocitos  a  OCls 18, 90, 118.  Sin embargo, este modelo es solo 
descriptivo, ya que determina la morfología celular de los OCls, pero no 
muestran la cuantificación de la actividad resortiva, ni establece una relación con 
el número de  monocitos utilizados para la diferenciación osteoclastogénica 90.  
De otro lado, Manrique y Guerrero, 2007, diseñaron un nuevo modelo in vitro,  
para inducir la formación de células con capacidad resortiva a partir de la fusión 
con polietilenglicol (PEG) de CMNSP de individuos normales. En este modelo 
antes de realizar la fusión, las CMNSP son estimuladas con PHA por 72 horas 1. 
Sin embargo, la evaluación de las poblaciones presentes en la mezcla de 
CMNSP después del estímulo con PHA no se realizó; ni se caracterizó el 
fenotipo policarión, o el arreglo de la actina, la expresión de proteínas asociadas 
con la formación de estructuras de actina, así como la presencia de marcadores 
osteoclastogénicos, tampoco se determinó la posible relación de estas 
características con la actividad resortiva. 
Por esta razón, inicialmente se analizó la concentración de PHA, que permitiera 
un incremento en el número de células y agregación celular, requerida para 
facilitar la fusión con PEG. Los resultados indicaron que entre 5 a 30 µg/ml de 
PHA-P, se podía obtener una adecuada proliferación celular (dato no mostrado). 
117 
 
No obstante, una mayor proliferación celular se determinó después de 72 horas 
de cultivo, cuando se usó  30 µg/ml de PHA-P (Figura 4C). Estos hallazgos 
concuerdan con los descritos en CMNSP de neonatos y adultos con 1 μg/ml de 
PHA-P129, y en CMNSP de individuos normales, estimuladas con 
concentraciones por encima de 20 μg/ml de PHA-P134.  Sin embargo, en 
nuestros resultados se evidenció que la proliferación celular dependía no de la 
concentración de PHA, sino del tiempo de estimulación. La misma tendencia en 
la proliferación celular se observó en los cultivos sin estímulo con PHA, pero en 
una menor proporción respecto a los cultivos con PHA (Figura 4C).  
A la vez, se evaluaron  las poblaciones celulares presentes en las CMNSP, 
antes del tratamiento con PEG; para ello, se realizó un análisis de FACS, 
identificando los antígenos de superficie relacionados con la formación de 
células osteoclasticas, como CD4, CD8, CD13 y CD14 14, 41, 98, 107, 113, 125, 133, 207, 
215. La evidencia experimental mostró que los linfocitos T CD4+ representan la 
mayor población y en menor porcentaje las células adherentes  
monocito/macrófago CD14+  y las células de linaje mielomonocito/dendrítico 
CD13+ (Figura 4A). Los anteriores resultados son similares a lo reportado en 
CMNSP de individuos normales estimuladas con PHA122, 130. Además, se 
observó una mayor presencia de la población CD4+CD8- , comparado con lo 
encontrado con las células CD4+CD13+ (Figura 4B). Las mismas poblaciones 
hematopoyéticas fueron encontradas en la mezcla de CMNSP estimuladas con  
5, 10 ó 20 μg/ml de PHA (dato no mostrado). La presencia del marcador CD13 y 
CD14 en las CMNSP estimuladas con PHA-P, sugiere que existen poblaciones 
reportadas como precursores in vitro de las células similares a OCls 212, como  
son las células mielomonocito/dendríticas133 CD13+ y  los monocitos CD14+ 39, 40, 
41,88,  214. 
Además, la presencia de linfocitos T CD4+  podría deberse a que la PHA es 
presentada como un antígeno a  estos linfocitos T 130, 131,132,  en el contexto  del 
complejo mayor de histocompatibilidad clase II (MHC-II)130, 131 de los monocitos 
CD14+. Además, se sugiere que por medio de este mecanismo se induce, 
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probablemente, la activación de los  linfocitos T CD4+  131,132, 135; lo anterior, 
explicaría porque después de 48 horas de estímulo las células de los cultivos  
con PHA se presentaron en forma de rosetas123, 130, 131, 132 colocadas sobre las 
células adherentes al plástico. 
Cuando se analizó la viabilidad de las CMNSP antes o después del tratamiento 
con PEG, con azul tripan y MTT, se encontró que las CMNSP estimuladas o no 
con PHA-P, sin PEG, no pierden su integridad de membrana, por ende son 
viables durante los diferentes tiempos de cultivo (Figura 5A). Lo cual sugiere 
que, el método de extracción y la estimulación con PHA no tiene un efecto en la 
viabilidad de las CMNSP. Pero, cuando las CMNSP estimuladas con PHA-P 
fueron  tratadas con PEG, presentaron una disminución en su actividad 
reductasa mitocondrial y su integridad de membrana (Figura 5B y C); la pérdida 
de la actividad reductasa mitocondrial continuó sobre hueso; aunque, entre 1 y 7 
días de incubación en hueso la actividad reductasa mitocondrial se mantuvo 
constate, pero, si disminuyó a los 14 días (Figura 5D). Así mismo, al evaluar la 
morfología nuclear (por medio de la tinción con Hoechst y DAPI), se  observaron 
algunos núcleos condensados, picnóticos y fragmentados 210, de característica 
apoptótica230. Entonces, la frecuencia en la pérdida de la actividad reductasa 
mitocondrial y la presencia de núcleos fragmentados y picnóticos, se hizo más 
evidente al aumentar el tiempo de incubación en hueso, (Figura 5D, E y F). Los 
anteriores hallazgos sugieren que: el tratamiento con PEG tiene un efecto en la  
actividad reductasa mitocondrial, por ende se ve afectada la viabilidad de las 
CMNSP en presencia del PEG, antes de sembrarlas en hueso; lo cual, podría 
estar relacionado con los tiempos usados en el tratamiento con PEG 1, 30, 140  o 
una mala dilución del PEG 140, 141. Además, la pérdida de esa viabilidad a medida 
que transcurre el tiempo de incubación, podría indicar que, las CMNSP tratadas 
con PEG presentan una vida media corta, cuando se siembran en hueso. Como 
se ha descrito para las células similares a OCls  32, 58, 183, 198, 210; las cuales 
presentan una vida media entre 2 y 5 días, en donde se encuentra un alto 
número de núcleos fragmentados, a medida que transcurre el tiempo de 
incubación en hueso.  
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Por otro parte, se correlacionó el número de CMNSP y el volumen de PEG44, 140, 
141, 198 necesarios para inducir un fenotipo policarión1 y actividad resortiva. Los 
resultados mostraron que a partir de 8 x 105 CMNSP/ml y 50 µl de PEG se 
pueden obtener células multinucleares en hueso y vidrio, así como una alta 
resorción en hueso (Figura 6B y C). Lo anterior, sugiere que el tratamiento con 
PEG puede inducir la formación de células multinucleares  y la pérdida de 
hueso1, 30, similar a lo descrito con CMNSP estimuladas con otros factores 
osteoclastogenicos o calciotropicos 40, 41, 88, 93, 97, 124, 145, 212. Así mismo, al utilizar 
aproximadamente 8 x 105 CMNSP/ml tratadas con PEG, sembradas sobre 
hueso e incubadas por 1, 7 ó 14 días, se determinó que la actividad resortiva fue 
mayor durante los primeros 7 días de incubación, manteniéndose constante, sin 
un aumento representativo hasta los 14 días (Figura 7B). Por lo cual, se puede 
indicar que la actividad resortiva no es constante, sino que tiene un predominio, 
después de las 24 horas post-fusión con PEG, alcanzando su mayor incidencia 
en el día 7 y se mantiene sin cambios, hasta el día 14; probablemente, porque 
hay una disminución en  la viabilidad de estas células adheridas a hueso, como 
antes se mencionó (Figura 5D y 7B).  
Los resultados anteriores, son similares a los obtenidos con CMNSP sembradas 
en hueso estimuladas con 50 ng/ml RANKL por 2 a 5 días 100 (Figura 14E y F). 
También se ha reportado, que las CMNSP de individuos normales cultivadas con 
50 ng/ml de RANKL y de M-CSF por 14 días 41, presentan una actividad 
resortiva después de 2 días  de cultivo en hueso. Ante esto, también se puede 
indicar que el modelo con PEG,  permite obtener células con capacidad 
resortiva, en igual tiempo que en los modelos tradicionales in vitro  donde se 
utilizan citocinas como RANKL y MCSF, pero, de una forma directa sin el uso o 
influencia de estas citocinas. Además,    la formación de grandes lagunas de 
resorción y la alta actividad resortiva por parte de las CMNSP estimuladas con 
PHA-P y tratadas con PEG  son comparables a la realizada con las CMNSP en 
huesos estimulados con 50 ng/ml de RANKL 13, 100 (Figura 14 H). 
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Por otra parte, como el grupo control (CMNSP estimuladas en PHA-P no 
tratadas con PEG) presentó actividad resortiva; aunque, menor a la obtenida con 
las CMNSP estimuladas con PHA y tratadas con PEG (Figura 7B); se decidió 
analizar, si el estímulo con PHA-P influye en la actividad resortiva de las CMNSP 
de individuos normales. Para ello, se utilizaron CMNSP recién extraídas con 
Ficoll no cultivadas y tratadas con PEG (Figura 13). Nuestros resultados 
indicaron que el PEG per se puede inducir un arreglo de la actina y la actividad 
resortiva; sin embargo, la PHA-P podría tener un efecto en estos eventos. (Figura 
13). No obstante, al encontrarse una actividad resortiva en los controles (sin PEG 
y no estimulados con PHA-P), se sugiere que el estímulo con PHA y el 
tratamiento con PEG, no son necesarios para inducir una actividad resortiva en 
las CMNSP 41, 98. Sin embargo, esta actividad puede ser mayor cuando las 
células son estimuladas con PHA y tratadas con PEG. Entonces, se sugiere, que 
la presencia de la PHA, al permitir un mayor contacto entre las CMNSP por su 
presentación como antígeno, podría facilitar que las membranas celulares se 
fusionen más fácilmente con PEG118 y al activar los linfocitos T CD4+ 90, ayudaría 
así a incrementar y mantener la función resortiva de las CMNSP en el tiempo118.  
Los efectos del estímulo con PHA en la resorción han sido descritos en OCls extraídos de 
huesos  de  ratones  adultos,  en  donde  un  incremento  en  el  número  de  OCls  y  en  la 
actividad resortiva, ha sido asociado a la presencia de la PHA118.   
Así mismo, en los OCls ha sido descrita la expresión y actividad de  marcadores 
osteoclastogénicos229  como la enzima anhidrasa carbónica II (CAII) 222, 227,  
ATPasa vacuolar VI – H+ (ATPC1) 218,  la integrina αvβ3 (IB3) 34, 37, 38, 55, 64 ,  el 
receptor de calcitonica (RC) 216, 217, 221, catepsina K (CK) 7, 182, 223, el receptor 
Rank (R)19, 88 y la enzima TRAP 41,107, 207. Los ensayos para observar la 
expresión de estos marcadores osteoclastogénicos (inmunofluorescencia y 
citoquímica), permitieron determinar que las CMNSP estimuladas con PHA y 
tratadas con PEG, pueden expresar estos marcadores osteoclastogénicos  
(Figura 8 y 9). Contrario a lo observado con las células control, la enzima TRAP 
estuvo presente en las CMNSP sin PEG, pero en menor proporción a lo hallado 
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en las CMNSP tratadas con PEG. Lo cual, se debe a que los monocitos de 
sangre periférica expresan esta enzima229. Por ende, se sugiere que TRAP no 
sea utilizado como un marcador único para osteoclastos. 
Cuando se relacionó la expresión de estos marcadores con la función resortiva, 
se encontró que las CMNSP en el día 1 de incubación, expresaron la enzima 
ATPC1, la enzima CK, los receptores RANK  y de calcitonina. Además, en el 
tiempo donde se presentó una mayor actividad resortiva (7 días), se observó la 
expresión de las enzimas CAII,  la subunidad C1 de la ATPasa, la enzima CK, la 
subunidad β3 de la integrina αvβ3 y el receptor de calcitonina; pero, no se 
observó la expresión del receptor RANK (Figura 8). Además, las CMNSP 
estimuladas con PHA, tratadas con PEG se observaron como células 
multinucleares con actividad de la enzima TRAP, durante los diferentes días de 
la actividad resortiva, siendo mayor a los 7 días, donde ocurrió la máxima 
actividad resortiva (Figura 7A y B). La expresión de estos marcadores en células 
con capacidad resortiva ha sido reportada para las células similares a OCls  in 
vitro 79, 178, 182, 212, 217, 219, 224, 227, 228.  
Sin embargo, no es posible afirmar que las CMNSP con PEG hacen su resorción 
ósea por medio de la acción de estos marcadores osteoclastogénicos, ya que no 
se realizaron  ensayos de inhibición enzimática o de receptor-ligando, como por 
ejemplo, ensayos donde se utilicen antibióticos como bafilomicina A1238, 
concanamicina A238, acetazolamida240 que bloquean la actividad de enzimas 
como la ATPC1 y la CAII, o ensayos con agonistas parciales y antagonistas para 
el receptor de calcitonina, RANK, catepsina K y la integrina αvβ378, 220, 239  o  la 
inhibición de la expresión con RNAs de interferencia  (siRNA) u 
oligodesoxinucleotidos antisentido sobre catepsina K237.  
Otra punto importante, en la morfología de las células con capacidad resortiva es 
la presencia de  filipodios, bordes de cepillo118, 231, además, de que han sido 
descritas como células de gran tamaño y multinucleares 73, 86, 95, 120, 149. Por lo 
cual, se analizó si las CMNSP tratadas con PEG presentaban estas 
características morfológicas.  Para ello, a un grupo de CMNSP estimuladas con 
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PHA y tratadas con PEG se les evaluó  la expresión de la glicoproteína 
aminopeptidasa N CD13 127, 133, por inmunofluorescencia directa, y a otro grupo 
se le analizó por microscopia electrónica de barrido (SEM), la presencia de estas 
estructuras morfológicas. Los hallazgos experimentales permitieron determinar 
que las CMNSP expresan el marcador osteoclastogénico CD13 y la microscopía 
electrónica de barrido,  permitió observar que las CMNSP estimuladas con PHA 
al ser tratadas con PEG, se presentan agregadas en los primeros días de 
incubación en hueso (Figura 9 y 10), pero, al transcurrir el tiempo de incubación 
pueden alcanzar tamaños cercanos a las 100 µm  (Figura 9 y 10), 
presentándose como  “células gigantes”, extendidas sobre la superficie ósea  
(Figura 10E),  con una membrana discontinua en algunas partes, pero, continua 
en otros lugares, lejanos a las extensiones de membrana; así mismo estas 
extensiones se presentaron en forma de  filipodios y borde de cepillo o “ruffle”, 
localizados hacia la superficie de la matriz ósea (Figura 10); además, por debajo 
de estas extensiones de membrana se observaron huecos y  en lugares alejados 
del borde de cepillo o filipodios se observaron protuberancias (Figura 10). Estas 
características morfológicas se han reportado en células similares a OCls in vitro 
sobre hueso 178,231, 232, 233, 234    
Aunque, se ha reportado que los macrófagos  presentan membranas 
discontinuas y realizan resorción ósea198,  pero en menor proporción y con 
lagunas de resorción más pequeñas que las formadas por OCls198; se puede 
indicar que en este modelo con PEG, se descarta la posibilidad de que las 
“células gigantes” observadas por inmunofluorescencia y SEM, puedan ser 
macrófagos policarionicos, debido a que, la expresión de marcadores como 
catepsina K182, anhidrasa carbónica II y  ATPasa vacuolar H+,  relacionado con 
la actividad resortiva en OCls212, no han sido reportadas en macrófagos 229. 
Además, las áreas de resorción o lagunas formadas por las CMNSP fusionadas 
con PEG son similares a las realizadas por las CMNSP sembradas y 
estimuladas con 50 ng/ml de RANKL100 (Figura 14H). 
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Por otra parte, la formación de “células gigantes” con prolongaciones de 
membrana no se observó  en las CMNSP estimuladas en PHA-P y sin tratar con 
PEG (Figura 10H e I); así mismo, estas CMNSP a los 14 días de cultivo no 
expresaron CD13 (Figura 9), ni se encontraron extendidas sobre la superficie 
ósea (Figura 10J), pero, si se observaron como “células gigantes” con 
membranas rugosas a este tiempo (Figura 10J). 
Lo anterior, sugiere que la formación inicial de agregados celulares y 
posteriormente de “células gigantes” se debe a las dos funciones del PEG 168, 169, 
170, como son la de agregar las células, cuando extrae el agua entre las 
membranas y la de aumentar la fuerza osmótica, generando la fusión de las 
membranas celulares. Sumado a esto, el estímulo con PHA, junto con la 
capacidad de adherencia que existe entre los leucocitos 140,141, 142, 208, permitiría 
generar un buen contacto entre las CMNSP, pero no el suficiente para formar 
rápidamente “células gigantes”, ya que se requiere de periodos mayores a 7 días 
para observar este fenotipo (Figura 10J), por lo cual, se requiere de la presencia 
de un fusógeno como el PEG para formar estas células. Entonces, se podría 
indicar que en la generación de “células gigantes” existe un efecto cooperativo 
entre la PHA-P y el PEG, el cual  en solo 7 días, permitiría observar un fenotipo o 
morfología similar a la descrita en  las células osteoclastogenicas 73, 86, 95, 120, 149,  
muy diferente a lo observado en los cultivos solo estimulados con PHA90. Este 
efecto cooperativo en la fusión celular ha sido reportado, en células de sangre 
periférica estimuladas con PHA-P213 y fusionadas con bajas concentraciones de 
PEG de pesos moleculares bajos. Por ende, se sugiere que el PEG podría 
potencializar el contacto célula-célula dado por la PHA 208, 212. No obstante, se 
duda  que solo el estímulo con PHA-P estaría colaborando con la formación de 
“células gigantes”, ya que en los ensayos con CMNSP no cultivadas con PEG 
sembradas en hueso, VN o CTI en presencia de SFB,  también se observaron 
células agregadas o de gran tamaño; por lo cual, se podría hipotetizar, que el 
contacto con componentes de matriz ósea y del SFB, así como la capacidad de 
adherencia entre los leucocitos 208 estarían ayudando a la formación de células 
de gran tamaño, después del tratamiento con PEG (Figura 13). 
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Otro aspecto importante para el uso de la PHA en la fusión con PEG, se debe a 
que se ha reportado que la presencia de esta lectina, puede reducir la 
citotoxicidad de este polímero dentro de la fusión213, lo cual,  explicaría el porque 
las CMNSP tratadas con PEG se mantienen viables después de 2 hs post fusión 
y durante los primeros días de incubación en hueso (Figura 5B y D).  
Por otra parte, se ha descrito que las células con actividad resortiva o similares a 
OCls, presentan por encima del sitio de resorción, zonas de adherencia, en las 
cuales se han observado  filipodios, bordes de cepillo y se encuentra polarizada 
la actina 62, 178, 225; esta morfología ha sido relacionada con la polarización de la 
células osteoclástica, en donde se observa un arreglo de la actina en estructuras 
llamadas podosomas, anillos, cinturones de actina o zonas de sellado 68, 75, 183. 
Por lo cual, se evaluó si el tratamiento con PEG induce un arreglo de la actina en 
las CMNSP, para ello, se realizó una inmunofluorescencia indirecta con un 
anticuerpo monoclonal contra actina y un anticuerpo conjugado a FITC o 
“rhodamine” (Figura 11). Los resultados permitieron observar que las CMNSP 
tratadas con PEG adheridas a matriz ósea  presentan en el día 1 de incubación, 
una acumulación homogénea de la actina; ya en el día 3 se observaron puntos o 
“dot-like” de actina, así como nubes o “cloud” de actina; en los días 5, 7 y 9 de 
incubación se presentaron podosomas, anillos de actina y una polarización de la 
actina hacia la periferia de las “células  gigantes”, que permitió observar la 
formación de cinturones de actina y zonas de sellado (Figura 11).; en el día 14 
se observó una disminución en este arreglo de la actina (Figura 11). Estos 
resultados son similares a los ya descritos en OCls obtenidos in vitro,  a partir de 
co-cultivos en hueso de monocitos CD34+ o CD40+ o CD14+ con linfocitos T o 
por la mezcla de células mononucleares de sangre periférica, estimulados con 
RANKL o con IL1 58,  100, 121.  
Respecto al tiempo de formación de estas estructuras de actina, los anteriores 
resultados son similares a los reportados en OCls  in vitro, después de  4 y 5 
días de haber sido originados de precursores hematopoyéticos de médula ósea 
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de ratones BALB/c, o  de huesos largos de conejo o de células RAW 264.7, 
diferenciadas con 20ng/ml RANKL y de M-CSF 32, 110, 177, 179, 180. 
Así mismo, cuando las CMNSP con PEG se sembraron sobre CTI  y VN,  
también se observó “células gigantes” expandidas sobre estas matrices 
extracelulares, en donde se presentó la formación de nubes y cinturones de 
actina, así como de podosomas, con sectores donde se observó una 
polarización de la actina, durante los 14 días de cultivo. (Figura 12D y E). 
Entonces, la expansión de estas CMNSP con PEG sobre algunas matrices 
extracelulares y hueso, sugiere que esa expansión  y adherencia puede deberse 
a la formación de podosomas80, 82, 184, 186, 190, 194, 191, 192; aunque, se ha reportado 
que esas estructuras no son mediadoras de la actividad resortiva, pero, se 
generan antes de realizar la actividad resortiva73, 80, 184, 236.  Así mismo, se 
sugiere que esta expansión y adherencia se daría por el reconocimiento que 
tiene el receptor de vitronectina o integrina αvβ3 79,  expresado en las CMNSP 
tratadas con PEG (Figura 8D), por las proteínas extracelulares como VN y CTI; 
al igual,  los eventos de reconocimiento de esta integrina por la VN o el CTI, han 
sido descritos para las células similares a OCls in vitro   68, 80, 82, 184. Sin embargo, 
en este proyecto no se evaluó los mecanismos moleculares de expansión y 
adherencia usados por las CMNSP con PEG, por lo cual no se puede afirmar la 
función de la integrina αvβ3 en estas células.  
Por otra parte, estos podosomas no se presentaron en las CMNSP adheridas a 
PLL (Figura 12B). En concordancia con estas observaciones, se ha reportado 
que las células similares a OCls murinos, obtenidas a partir de co-cultivo de 
osteoblastos y células de médula ósea sobre VN, CTI182 y en presencia de SFB 
184 presentan podosomas y cinturones de actina, pero no los forman sobre 
PLL184. No obstante, en las CMNSP tratadas con PEG sembradas en SFB, 
únicamente se presentaron podosomas en los primeros días del cultivo (Figura 
12C). Lo  anterior, podría deberse a los factores de adherencia que contiene el 
SFB, como es la VN  y la fibronectina 184, 187, 188. Cuando las CMNSP con PEG 
se sembraron sobre vidrio (LSR) presentaron podosomas a 1 y 7 días de 
incubación, pero, a los 14 días se mostraron disgregadas, sin ningún arreglo de 
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la actina (Figura 12A). Esto mismo ha sido observado en  OCls in vitro, 
obtenidos de monocitos de sangre periférica sembrados en vidrio y estimulados 
con RANKL y MCSF, por 2 ó 4 días 32, 100, 177, 185, 187.   
Contrario a lo anterior, las CMNSP sin PEG (grupo control) no presentaron un 
arreglo de la actina  en hueso o matriz extracelular (Figura 111 y 12). 
Ante la pregunta si el  arreglo de la actina en las CMNSP tratadas con PEG se 
asocia a la actividad resortiva (Figura 11), se realizó un ensayo con CMNSP 
desprovistas de SFB o tratadas con colchicina por 24 horas, encontrándose, que 
estas CMNSP, así se traten con PEG, no forman zonas de sellado o 
podosomas, pero, si se presenta una distribución o acumulación homogénea de 
la actina intracelularmente; además, las CMNSP se encontraron disgregadas y 
con tamaños relativamente menores a lo observado con las CMNSP cultivadas 
en presencia de SFB y estimuladas con PHA-P (Figura 11); así mismo, el 
porcentaje de células desprendidas de la lámina de hueso fue alto, comparado 
con las CMNSP estimuladas con PHA-P tratadas con PEG. Lo anterior, sugiere 
que las CMNSP al entrar en fase Go, debido a la deprivación de SFB,  no 
presentan un arreglo de la actina, como ya ha sido reportado en otros tipos 
celulares241, 242. Sumado a esto, se sugiere que  la despolimerización de los 
microtubulos altera el arreglo de la actina, por lo cual, probablemente en la 
formación de zonas de sellado o podosomas es importante la polimerización de 
los microtubulos 67, 185. Lo anterior ha sido descrito en células similares a OCls180 
cultivadas con la hormona paratiroidea (PHT), por 48 h y con colchicina 10-6 M 
por 24, 48 ó 72 horas191. También, se ha observado que estas estructuras no se 
forman en células similares a OCls, después del tratamiento con nocodazol (0.2 
µM) 190.  
Al comparar el  arreglo de actina en las CMNSP tratadas con PEG con su 
actividad resortiva, se encontró, que el tiempo donde se presentó los podosomas 
y zonas de sellado, coincide con el periodo donde se encontró la máxima 
actividad resortiva (Figura 11A y C), Lo anterior, fue corroborado, cuando se 
bloqueó la formación de estas estructuras de actina con la sincronización en 
fase Go y la inhibición de la polimerización de los microtubulos (Figura 11A y C). 
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La formación dinámica de la actina, es decir, la generación de podosomas y 
zonas de sellado, durante el proceso de resorción ha sido descrita en OCls in 
vitro177, 178, 182, 184, 186, 192. 
Lo anterior, sugiere que en las CMNSP tratadas con PEG, la formación de zonas 
de sellado y la polimerización de los microtubulos podrían estar relacionados con 
la actividad resortiva. 
Por otra parte, al observar que en ausencia del estímulo con PHA-P se presenta 
actividad resortiva, se decidió evaluar si la PHA influye en el arreglo de la actina 
de las CMNSP. Entonces, los resultados con CMNSP no cultivadas y sin 
tratamiento con PEG permitieron determinar que en ausencia de PHA, se 
presentan podosomas, anillos de actina y zonas de sellado sobre hueso, CTI, 
SFB y VN (Figura 13A). Lo mismo, se observó en las CMNSP no cultivadas, 
tratadas con PEG, sembradas sobre vidrio con SFB, CTI y VN  (Figura 13A, d, e 
y f) Al comparar, la formación de esas estructuras con la actividad resortiva, se 
sugiere que la resorción ósea realizada por las CMNSP en ausencia de PHA, 
estaría asociada con la presencia de estas estructuras de actina (Figura 13).  Al 
observar que en todos los ensayos se presentaron células agregadas y de gran 
tamaño, se sugiere que cuando se acercan o agregan las CMNSP, sin importar 
el mecanismo, se induce la formación de podosomas o zonas de sellado.   
Como, RANKL, regula la diferenciación osteoclastogénica, junto con M-CSF 13, y 
esta citocina de la familia TNFα se encuentra asociada con la proteína de fusión 
DC-STAMP 148, 149 durante la fusión de progenitores osteoclasticos para obtener 
OCls maduros; y al ver que, el polietilenglicol (PEG) es una agente fusogénico 
que permite obtener células con capacidad resortiva1, 30, se  evaluó el efecto del 
PEG en la actividad resortiva y en el arreglo de la actina,  en las CMNSP 
inducidas a diferenciación osteoclastogénica con RANKL. En este trabajo, las 
CMNSP cultivadas inicialmente con 40 ng/ml de RANKL por 48 h, tratadas con 
PEG y sembradas en hueso, no presentaron un arreglo de la actina, además, 
mostraron núcleos fragmentados y condensados, y no realizaron resorción ósea 
(dato no mostrado); la formación de podosomas o zonas de sellado tampoco se 
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observó en las CMNSP cultivadas en DMEM, SFB, tratadas con PEG, 
sembradas en hueso  y cultivadas con 50 ng/ml de RANKL100  (Figura 14). Caso 
contrario, se observó en el modelo tradicional propuesto por Pfaff (2001), en 
donde la formación de podosoma se da en las CMNSP sembradas en hueso y 
estimuladas con 50 ng/ml  de RANKL100, en ausencia de PEG (Figura 14). Estos 
resultados sugieren que la presencia de ambas moléculas, PEG y RANKL, 
afecta la formación de podosomas y por ende la actividad resortiva. Similar a lo 
descrito con macrófagos J744 y U937/A fusionadas con PEG30. Entonces, se 
sugiere que el  PEG  podría desencadenar eventos similares a los observados 
con la citocina RANKL 148,149, para la obtención de células similares a OCls in 
vitro. 
Se ha descrito que la tirosina cinasa no receptora c-Src 45, 47, 48, 50  y la tirosina 
cinasa Syk 101, 102, 103, 104, 204, 205 se asocian con la activación de células 
fagocíticas 56,  la  adherencia 34, 57, arreglo de la actina 58 y  la resorción ósea en 
células semejantes a OCls 37, 49, 51, 52 55, 57, 65, 102, 106; por esto, se analizó si las 
CMNSP tratadas con PEG expresan c-Src y Syk por inmunofluorescencia e 
inmunoblot. Los resultados indicaron que las CMNSP estimuladas con PHA-P y 
tratadas con PEG, expresan las cinasas c-Src y Syk, al igual que las CMNSP no 
tratadas con PEG (Figura 15). Mientras que las CMNSP no sembradas en hueso 
no presentan la expresión de estas dos cinasas. Los resultados nos indicaron 
que las CMNSP estimuladas en PHA-P expresan las cinasas c-Src y Syk. Estos 
resultados sugieren que estas dos cinasas en las CMNSP se expresan durante 
la adherencia a matriz ósea, como ya ha sido descrito en células similares a 
OCls 37, 56, 63, 64, 101, 103, 104, 106, 204, 205. La  localización en las CMNSP tratadas con 
PEG de Syk y c-Src se observó en áreas contiguas y hacia la periferia de las 
“células gigantes” a los 7 días e intracelularmente a 1 y 14 días. (Figura 15). Lo 
anterior es similar a lo encontrado en células similares a OCls 37, 52. Ante los 
resultados de la localización contigua,  se decidió evaluar si c-Src y Syk se 
encuentran asociadas en las CMNSP. Para ello, se realizó una co-
inmunoprecipitación, con los lisados de las CMNSP con PEG y del grupo control. 
Los hallazgos determinaron que las CMNSP con PEG presentan una posible 
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asociación entre c-Src y Syk durante la adherencia a hueso; mientras que en las 
CMNSP sin PEG no se presentó  esta asociación (Figura 16). Además, en este 
modelo con PEG para el día 1 y 7 de adherencia a hueso, se sugiere que c-Src 
puede estar asociada a Syk a través del domino SH3 de esta cinasa, debido a 
que este es el sitio de unión del anticuerpo, mientras que en el día 14 podrían 
estas dos cinasas asociarsen por otro dominio diferente a SH3, por lo cual no se 
observó en el blot la co inmunoprecipitación entre ellas. Así mismo,  Syk y c-Src 
solo se encontraron fosforiladas en sus tirosinas, durante el día 7 de adherencia 
a hueso, tiempo en el cual se presentó la máxima actividad resortiva. En 
conjunto, estos resultados sugieren al tratar con PEG las CMNSP se adhieren al 
hueso,  expresando c Src y Syk, permitiendo observar una forma activa de las 
dos cinasas (fosforilación) a los 7 días, tiempo en el cual, estas proteínas al 
parecer formando un complejo (co-inmunoprecipitación). 
Al realizar una comparación entre el tiempo en donde se observó la expresión y 
localización de Syk y c-Src, con el tiempo en el cual se presentó la mayor 
actividad resortiva y un arreglo  de la actina, se sugiere, que a los 7 días de 
adherencia a hueso, las CMNSP tratadas con PEG posiblemente expresan 
simultáneamente Syk y c-Src, forman cinturones de actina y zonas de sellado, 
siendo estos eventos paralelos con la máxima actividad resortiva 51, 52,  55, 57, 65, 
102, 106., similar a lo descrito en OCls, obtenidas de médula ósea, cultivados  con 
100 ng/ml de RANKL y  26 ng/ml  de M-CSF por 5 días sobre dentina 37.  
Los resultados del presente trabajo sugieren que el tratamiento con PEG puede 
inducir a que las CMNSP de individuos normales, presenten características 
similares a las reportadas para las células con capacidad resortiva, como son 
marcadores de superficie celular, arreglos de actina, expresión, fosforilación de 
c-Src y Syk. Por lo cual, podemos proponer que las CMNSP tratadas con PEG 
tienen una actividad similar a las células con capacidad resortiva, conocidas en 
la literatura como “osteoclast-like” o células similares a OCls.  
 
130 
 
CONCLUSIONES 
1. El tratamiento con PEG per se puede inducir en las CMNSP características 
fenotípicas que han sido descritas en las células similares a osteoclastos in 
vitro o “osteoclasts like”, como es la generación de células de gran tamaño, 
multinucleares, con filipodios, bordes en cepillo, que expresan marcadores 
osteoclastogénicos como ATPasa vacuolar, anhidrasa carbónica II, fosfatasa 
ácido resistente a tartrato (TRAP), catepsina k, el receptor de calcitonina, el 
receptor RANK y la subunidad  β3 de la integrina αvβ3. 
2. La alta actividad resortiva de las CMNSP fusionadas puede estar asociada a 
un efecto cooperativo entre el PEG y la PHA, ya que, el estímulo con PHA 
permitiría mantener viables a las CMNSP y tener en la mezcla de células 
fusionadas, linfocitos T CD4+, monocito/macrófago CD14+ y células 
mielomonocito/dendríticas CD13+, que han sido relacionados con los 
procesos de diferenciación osteoclastogénica y resorción ósea.  
3. La formación de podosomas, anillos, cinturones de actina y zonas de sellado 
en las CMNSP, podría deberse a la fusión con PEG, por los componentes de 
matriz ósea y  extracelular, así como por la polimerización de los 
microtubulos, lo cual permitiría la adherencia y expansión celular, necesaria 
para la actividad resortiva, tal como se ha descrito para células similares a 
osteoclastos in vitro. 
4. La expresión de c Src y Syk en CMNSP fusionadas con PEG podría 
asociarse con los procesos de adherencia, expansión, formación de zonas de 
sellado y una alta actividad resortiva, como se ha descrito en las células 
similares a osteoclastos in vitro.  
5. El tratamiento con PEG en las CMNSP, podría inducir efectos similares a los 
descritos para RANKL, dando así origen a células fusionadas de gran 
tamaño, con características fenotípicas y con función resortiva; entonces, el 
modelo de fusión con PEG permitiría estudiar eventos moleculares asociados 
con la fusión celular y diferenciación osteoclastogénica, en tiempos más 
cortos, a lo que pueden ofrecer algunos modelos tradicionales, donde se 
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usan co-cultivos celulares, con citocinas y factores calciotropicos; lo cual, 
hace que el modelo con PEG sea económico y viable de usar en los estudios 
de resorción in vitro. 
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16.  ANEXOS  
Anexo 1. 
Tabla 7: CMNSP tratadas con PEG sembradas en vidrio 
 
Tabla 8: CMNSP no tratadas con PEG sembradas en vidrio. 
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Tabla 9: CMNSP tratadas con PEG sembradas en  matriz ósea.  
 
Tabla 10: CMNSP no tratadas con PEG sembradas en matriz ósea.  
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Anexo 2. 
Factores inter-sujetos 
  N 
V2 24 4 
48 4 
72 4 
 
Pruebas de los efectos inter-sujetos 
Origen 
Suma de 
cuadrados 
tipo III gl 
Media 
cuadrática F Sig. 
Modelo 
corregido 
1.134E8 1 1.134E8 1.642 .229 
Intersección 4.230E9 1 4.230E9 61.235 .000 
V1 1.134E8 1 1.134E8 1.642 .229 
Error 6.908E8 10 6.908E7   
Total 5.034E9 12    
Total corregida 8.042E8 11    
 
Comparaciones múltiples:  
 
(I)V2 (J)V2 
 
 Diferencia 
de medias (I-
J) Error típ. Sig. 
DHS de 
Tukey 
24 48 -9525.35* 2673.294 .015
72 -18375.37* 2673.294 .000
48 24 9525.35* 2673.294 .015
72 -8850.02* 2673.294 .022
72 24 18375.37* 2673.294 .000
48 8850.02* 2673.294 .022
Games-
Howell 
24 48 -9525.35 2769.412 .052
72 -18375.37* 2095.408 .001
48 24 9525.35 2769.412 .052
72 -8850.02 3062.536 .070
72 24 18375.37* 2095.408 .001
48 8850.02 3062.536 .070
 
